Cuantificación de la calidad embrionaria mediante el consumo de  oxígeno durante el proceso rutinario de incubación y desarrollo in vitro by Tejera Pastor, Alberto
  
 
Cuantificación de la calidad 
embrionaria mediante el 
consumo de oxígeno durante el 
proceso rutinario de 
incubación  y desarrollo in 
vitro. 
 
TESIS DOCTORAL 
Presentada por: 
Alberto Tejera Pastor para optar al título de 
Doctor por la Universitat de València 
 
Dirigida por: 
Dra. Mª José de los Santos Molina 
Dr. Marcos Meseguer Escrivá 
Dr. Nicolás Garrido Puchalt 
 
 
 
 
 
 
 
      Valencia, 2015
Índice 
______________________________________________________________________ 
2 
 
Dra. Mª José De los Santos Molina 
 
 
Doctora en Ciencias Biológicas por la Universidad de Valencia. Directora del 
Laboratorio de embriología clínica del Instituto Universitario Instituto Valenciano de 
Infertilidad. Valencia 
 
 
 
 
 
 
CERTIFICO QUE: 
 
 
El trabajo de tesis doctoral titulado “Cuantificación de la calidad embrionaria 
mediante el consumo de oxígeno durante el proceso rutinario de incubación y 
desarrollo in vitro”, ha sido realizado íntegramente por Alberto Tejera Pastor, bajo mi 
dirección compartida con el Dr. Marcos Meseguer Escrivá y el Dr. Nicolás Garrido 
Puchalt. Revisado el presente trabajo, reúne las condiciones necesarias para ser 
defendido públicamente ante la comisión correspondiente para optar al grado de 
doctor. 
 
 
 
Y para que así conste y surta los efectos oportunos, expido el presente 
certificado en Valencia, 18 febrero 2015 
 
 
       
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
  Fdo. Dra. Mª José de los Santos Molina 
 
 
 
     
Índice 
______________________________________________________________________ 
 3 
 
Dr. D. Marcos Meseguer Escrivá 
 
 
Doctor en ciencias biológicas por la Universidad de Valencia. Embriólogo del 
laboratorio de embriología clínica del Instituto Universitario Instituto Valenciano de 
Infertilidad. Valencia 
 
 
 
 
CERTIFICO QUE: 
 
 
El trabajo de tesis doctoral titulado “Cuantificación de la calidad embrionaria 
mediante el consumo de oxígeno durante el proceso rutinario de incubación y 
desarrollo in vitro”, ha sido realizado íntegramente por Don Alberto Tejera Pastor, bajo 
mi dirección compartida con la Dra. Mª José De los Santos y el Dr. Nicolás Garrido 
Puchalt. Revisado el presente trabajo, reúne las condiciones necesarias para ser 
defendido públicamente ante la comisión correspondiente para optar al grado de 
doctor. 
 
 
 
Y para que así conste y surta los efectos oportunos, expido el presente 
certificado en Valencia, 18 Febrero 2015 
 
 
       
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
Fdo. Dr. Marcos Meseguer Escrivá 
 
 
 
 
 
Índice 
______________________________________________________________________ 
 4 
 
Dr. D. Nicolás Garrido Puchalt 
 
 
Doctor en ciencias biológicas por la Universidad de Valencia. Director del laboratorio 
de andrología del Instituto Universitario Instituto Valenciano de Infertilidad. Valencia 
 
 
 
 
CERTIFICO QUE: 
 
 
El trabajo de tesis doctoral titulado “Cuantificación de la calidad embrionaria 
mediante el consumo de oxígeno durante el proceso rutinario de incubación y 
desarrollo in vitro”, ha sido realizado íntegramente por Don Alberto Tejera Pastor, bajo 
mi dirección compartida con la Dra. MªJosé De los Santos y el Dr. Marcos Meseguer 
Escrivá. Revisado el presente trabajo, reúne las condiciones necesarias para ser 
defendido públicamente ante la comisión correspondiente para optar al grado de 
doctor. 
 
 
 
Y para que así conste y surta los efectos oportunos, expido el presente 
certificado en Valencia,   18 Febrero 2015 
 
 
       
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 Fdo. Dr. Nicolás Garrido Puchalt 
 
 
 
  
Índice 
______________________________________________________________________ 
 5 
Agradecimientos: 
Cuando empecé con este proyecto todo el mundo me dijo que lo más difícil de una tesis 
es escribirla, claramente todos ellos o mentían, o no tenían la tesis realizada. Lo más 
difícil de hacer una tesis es la gestión burocrática universitaria y la parte de 
agradecimientos. Una vez realizada las 2 primeras partes vamos con la más difícil: 
De forma general me gustaría agradecer a todas aquellas personas que de alguna forma 
han hecho posible que este proyecto se hiciera realidad: familia, amigos, compañeros de 
trabajo, directores de tesis, jefes de departamento, dueños de la clínica y a Unisense, 
empresa diseñadora del aparato embryoscope. 
En primer lugar quiero agradecer a toda mi familia el apoyo y la comprensión dedicada: 
a mi mujer Alicia por ser tan paciente, generosa, y por darme tanto cariño y amor 
durante todos estos años. A mi hija Raquel, por ser tan buena niña, inocente debido a su 
edad pero a veces tan madura que me sorprende gratamente. También agradecer al 
último en llegar pero no menos importante: Adrián, por habernos alegrado la vida en el 
último momento, a pesar de que en alguna ocasión pensemos “con lo bien que 
vivíamos”,  viéndole la cara de bicho y lo sonriente que es, en seguida se nos pasa y 
vuelve la alegría a la casa. Por supuesto quiero agradecer a mis padres y a mi abuela 
todo lo que han hecho por mí, de alguna forma todo lo que un hijo llega a ser se lo debe 
a sus padres, por lo que si llego a ser doctor en parte se debe a su educación y a los  
ideales que me han inculcado, aunque todo lo que diga de ellos se queda corto, 
destacaría de ambos la bondad y paciencia que desprenden, es impresionante. A mis 
hermanos Kike y Fernando, en especial a Fernando, gracias por sus sabios consejos, que 
aunque joven, siempre ha sido un tío muy maduro y con las cosas muy claras.  
En segundo lugar me gustaría agradecer a todos mis amigos su confianza depositada, de 
forma especial quiero darle las gracias a Juan Iñíguez, por estar ahí cuando lo he 
necesitado, y por supuesto a los que familiarmente conozco como los Beckam (Jose 
Luis y Carmen), 2 personas que jamás olvidaré, que han estado muy pendientes de mí 
cuando lo he necesitado, y que saben vivir y disfrutar de la vida como toca.  
Querría también agradecer a mis primeros mentores en el campo de la Reproducción 
Asistida: Luisa Dieguez e Inmaculada Molina, sobre todo a Inma, porque gracias a ella 
estoy donde estoy, porque ha sido mucho lo que me has enseñado. 
En tercer lugar me gustaría agradecer a todos mis compañeros de trabajo el apoyo 
incondicional durante todos estos años de “duro curro”. Desde los más jóvenes en 
Índice 
______________________________________________________________________ 
 6 
llegar: Yamileth, Clara, Lucía, Fernanda, Mar y Yolanda Galiana y Yolanda Garijo 
(todas ellas magníficas compañeras de las clases de English, y en especial quiero  
dar las gracias a las 2 yolandas por sus recomendaciones para darle formato al índice de 
la tesis, pasando por los no tan jóvenes: Lala; con voz y modales de camionera pero con 
la que me he reído mucho en el lab, eso sí, no sé qué haría esta chica si algún día se 
llegara a quemar Denia), Belén; a pesar de que me confundió al principio pues parecía 
una pija más de buena familia, es todo lo contrario, una chica sencilla, cercana, muy 
trabajadora, y que ha hecho que los proyectos que hemos compartido hayan sido un 
paseo en barca,Diana Beltrán; creo que entre Diana y yo no hay ningún tipo de cosa de 
lo que no podamos hablar; sea de cosas de trabajo, o sea de cosas “más bien subidas de 
tono”, como ella dice, es que contigo puedo hablar de estos temas, me lo tomará como 
un cumplido, Virginia; que sin filtro y con esa “finura” que la caracteriza todavía me 
cuesta entenderla cuando habla, Laura escrich: conozco pocas personas tan buenas y 
generosas como Laura, se la podría catalogar como un ángel caído del cielo, hasta los 
más veteranos: Las dos Aranchas, perdón, Aránzazu Galán y Arantxa Delgado (una 
desprende calma y tranquilidad, la otra puro nervio), Pep Romero (fuente de sabiduría), 
Amparo Mercader( otra fuente de sabiduría meticulosa y organizada al máximo), 
Carmela Albert (somos de la misma quinta, así que aunque yo esté un poco más 
“cascado” nos entendemos muy bien), Pili Gámiz( madre y amiga ejemplar, con la que 
he vivido momentos inolvidables en el  Laboratorio:” que la vayan pasando”, y fuera de 
él( ostias que no se puede pagar con tarjeta!!! Sonia Pérez( otro motoret de morro fino, 
con quien comparto alguna que otra afición curinaria), Jose Maria de los Santos( para 
este no tengo palabras; siempre receptivo, generoso, buen amigo, un tío entrañable y 
extraordinario), Mª Jose escribá( madre de alto rendimiento en todos los sentidos, con 
una visión y un conocimiento de las cosas invisible para los mortales), Noelia Grau( 
trabajadora incansable y siempre dispuesta), Amparo Mifsud (me pareces una tía 
“peculiar” en el buen sentido de la palabra, eres inigualable, sin filtro a veces, pero de 
forma graciosa, buena amiga y compañera, con un sentido del humor especial, y con 
una agilidad para levantar la pierna cuando bailas que todavía no lo entiendo, Damiá 
Castelló( A ti Damiá te considero antes amigo que compañero, y lo único que puedo 
decir es que eres un tío espectacular, buena persona, con un gran corazón y con gran 
proyección profesional),Thamara Viloria( otro ángel caído del cielo Thamara, también 
irradias bondad y cariño a raudales, es un lujo tenerte en el laboratorio y trabajar 
contigo, gracias por explicarme el write-N-cite, y toda la burocracia de la Universidad( 
Índice 
______________________________________________________________________ 
 7 
me has salvado la vida!), Pili Buendía; la verdad es que de ti pili no sé muy bien qué 
decir, entre que hablas muy pero que muy bajito y que aparentemente eres tan frágil, 
hace de ti una persona especial. A todos ellos gracias por enseñarme algo, cada uno de 
vosotros, a vuestra manera, me habéis transmitido vuestra sabiduría. Quisiera dar las 
gracias a todos los técnicos, tanto los del laboratorio de semen como los del 
departamento de vitrificación (porque ha habido momentos muy buenos como el 
archiconocido baile “wiggle”, sin el cual la vida de Joselito y Eva  no tendrían sentido), 
todos ellos buenos compañeros y buenos profesionales. No quiero olvidarme de una 
persona que nos dejó (no se murió porque es prácticamente imposible acabar con él)  
para empezar una nueva etapa en su ciudad natal; “El Zula”, con el que hemos vivido 
momentos inolvidables (en todos los sentidos). Ahora me gustaría hacer una mención 
especial a mis directores de tesis: Mariajose de los Santos: una muy buena persona que 
todavía no entiendo como dirige este laboratorio que a veces parece un circo, Nicolás 
Grarrido: gracias a él los trámites y burocracia universitaria han sido un paseo en barca, 
y por último querría agradecer a Marcos Meseguer todo su apoyo; además de gran 
amigo director de tesis, está claro que sin mis 3 directores de tesis este proyecto no se 
hubiera finalizado, pero sobre todo, gracias al esfuerzo, la constancia y la sabiduría de 
este hombre, este sueño se ha hecho realidad. A pesar de que es un gran pakete jugando 
al pádel, y que por más que lo intente…..no hay manera, en cuanto a ciencia es un crack 
y gran parte de  mi mejora profesional se la debo a él, así que gracias por darme esta 
oportunidad. 
Me gustaría dedicar esta tesis a la persona que tengo a mi lado durante todos estos años, 
de una forma u otra esto ha salido gracias a ti, cariño, gracias por aguantarme!!!! 
 
 
Gracias a todos de corazón 
 
Dedicada a mi suegro y a mi abuelo, que ya no están entre nosotros pero eran personas 
excepcionales y muy grandes. 
 
 
 
 
Índice 
______________________________________________________________________ 
 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Contenido 
1. INTRODUCCIÓN .................................................................................................. 11 
1.1 Infertilidad .......................................................................................................... 12 
1.2 Limitacionesde las TRA e inconvenientes de los resultados actuales ................ 16 
1.3. Consecuencias de las transferencias embrionarias dobles ................................. 17 
1.4. Mejora de las técnicas de reproducción asistida:............................................... 18 
1.5 Marcadores de calidad  embrionaria:.................................................................. 20 
1.5.1 Marcadores clásicos no invasivos ........................................................................... 20 
1.5.2 Nuevos marcadores no-invasivos ............................................................................ 23 
1.5.2.1Recambio de aminoácidos. ................................................................................... 24 
1.5.2.2 Las “–ómicas” como herramientas de investigación. .......................................... 25 
1.6. Estudio de la respiración celular:....................................................................... 27 
2. OBJETIVOS ........................................................................................................... 42 
2.1 OBJETIVO GENERAL: .................................................................................... 43 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: ............................................................................ 43 
3. HIPÓTESIS ........................................................................................................... 44 
Hipótesis objetivo específico número 1: .................................................................. 45 
Hipótesis objetivo específico número 2: .................................................................. 45 
Hipótesis objetivo específico número 3: .................................................................. 45 
Hipótesis objetivo específico número 4: .................................................................. 45 
Hipótesis objetivo específico número 5: .................................................................. 46 
Hipótesis objetivo específico número 6: .................................................................. 46 
4. MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................. 47 
Índice 
______________________________________________________________________ 
 9 
4.1DISEÑO: ............................................................................................................. 48 
4.1.1 Donantes de ovocitos: ............................................................................................. 48 
4.1.2 Receptoras de ovocitos: .......................................................................................... 49 
4.1.3 El embryoscope Versión C (ESC).............................................................................. 52 
4.1.4 Medición del consumo de oxígeno ......................................................................... 53 
4.1.5 Obtención de los ovocitos ....................................................................................... 56 
4.1.6 Decumulación de los ovocitos ................................................................................. 57 
4.1.7 Microinyección ovocitaria: ...................................................................................... 58 
4.1.8 Fecundación ............................................................................................................ 58 
4.1.9 Cultivo y evaluación embrionaria ............................................................................ 59 
4.2 Ovocitos .............................................................................................................. 60 
4.2.1 Estimulación ovárica de las donantes de ovocitos .................................................. 61 
4.2.2 Evaluación morfológica ovocitaria .......................................................................... 62 
4.2.3 Medición del consumo de oxígeno ovocitario ........................................................ 63 
4.2.4 Embriones  transferidos .......................................................................................... 64 
4.3 Embriones ........................................................................................................... 65 
4.3.1 Estimulación ovárica de las donantes ..................................................................... 66 
4.3.2 Medición del consumo de oxígeno embrionario .................................................... 68 
4.3.2.1 Consumo de oxígeno y estadío embrionario ....................................................... 69 
4.3.2.2 Consumo de oxígeno y calidad embrionaria ........................................................ 70 
4.3.2.3 Consumo de oxígeno y evolución embrionaria .................................................... 70 
4.3.2.4 Consumo de oxígeno y citocinesis ....................................................................... 70 
4.3.2.5 Consumo de oxígeno y rangos óptimos de división ............................................. 71 
4.3.2.6 Consumo de oxígeno, embarazo e implantación embrionaria ............................ 71 
4.3.3 Transferencias embrionarias ................................................................................... 72 
4.4 Recuperación espermática .................................................................................. 74 
4.4.1Técnica de “SWIM-UP” ............................................................................................. 74 
5. RESULTADOS ....................................................................................................... 76 
5.1 Ovocitos: ............................................................................................................. 77 
5.1.1 Protocolos de estimulación ovárica y consumo de oxígeno ovocitario .................. 77 
5.1.2 Morfología ovocitaria y consumo de oxígeno ......................................................... 80 
5.1.3 Fecundación y consumo de oxígeno ovocitario ...................................................... 81 
5.1.4 Embriones  y consumo de oxígeno ovocitario ........................................................ 83 
5.1.5 Implantación  y consumo de oxígeno ovocitario .................................................... 84 
5.2 Embriones: .......................................................................................................... 85 
Índice 
______________________________________________________________________ 
 10 
5.2.1 Consumo de oxígeno y estadío embrionario .......................................................... 86 
5.2.2 Consumo de oxígeno  y calidad embrionaria .......................................................... 87 
5.2.3 Consumo de oxígeno y evolución embrionaria ....................................................... 88 
5.2.4 Consumo de oxígeno y citocinesis .......................................................................... 88 
5.2.5 Consumo de oxígeno y rangos óptimos de división ................................................ 92 
5.2.6 Consumo de oxígeno embrionario y velocidad de división .................................... 94 
5.2.7 Consumo de oxígeno embrionario, tasas de embarazo e implantación ................. 95 
5.2.8 Consumo de oxígenoen cuartiles, tasas de gestación e implantación .................... 96 
6. DISCUSIÓN ........................................................................................................... 99 
Ovocitos .................................................................................................................. 100 
Protocolos de estimulación ovárica y consumo de oxígeno ovocitario ......................... 100 
Morfología ovocitaria y consumo de oxígeno ................................................................ 102 
Fecundación y consumo de oxígeno ovocitario ............................................................. 103 
Embriones y consumo de oxígeno ovocitario ................................................................ 105 
Implantación y consumo de oxígeno ovocitario ............................................................ 105 
Embriones ............................................................................................................... 106 
Consumo de oxígeno y estadío embrionario. ................................................................ 107 
Consumo de oxígeno y calidad embrionaria .................................................................. 108 
Consumo de oxígeno y evolución embrionaria. ............................................................. 109 
Consumo de oxígeno embrionario y citocinesis ............................................................ 111 
Consumo de oxígeno embrionario y rangos óptimos de división .................................. 113 
Consumo de oxigeno embrionario y velocidad de división ........................................... 114 
Consumo de oxígeno embrionario y tasas de embarazo e implantación. ..................... 115 
Consumo de oxígeno en cuartiles, tasas de gestación e implantación. ......................... 116 
7. CONCLUSIONES ................................................................................................. 119 
8. Referencias Bibliográficas ................................................................................ 122 
 
  
Introducción 
______________________________________________________________________ 
11 
1. INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introducción 
______________________________________________________________________ 
 12 
 
1.1 Infertilidad 
La infertilidad está considerada como un problema de carácter público 
que repercute sobre los servicios sociales y sanitarios del país. La gestión de la 
infertilidad supone para la Medicina una labor considerable por las dificultades 
que entraña su diagnóstico y el tratamiento de los desórdenes reproductivos de 
cada miembro de la pareja. 
El término “Infertilidad” se define como la imposibilidad de una pareja 
paraconseguir un embarazo tras mantener relaciones sexuales regulares no 
protegidas durante un año. Aproximadamente un 15% de las parejas con deseo 
de gestación tienen dificultad de concebir tras este período. En los países 
industrializados, unas 1200 parejas por cada millón de habitantes parecen 
tener problemas de fertilidad cada año (1). Las causas de la infertilidad abarcan 
un amplio rango de factores tanto físicos como emocionales y puede atribuirse 
a cualquier alteración en el sistema reproductor femenino o masculino, que 
contribuyen en menor o mayor medida a este hecho. 
Habría que puntualizar que si bien en la terminología española hasta hace 
años se diferenciaba entre esterilidad (o imposibilidad de conseguir embarazo), 
e infertilidad (incapacidad para conseguir que el embarazo llegue a término 
después de 1 año manteniendo relaciones sin protección), en la actualidad 
están considerados como sinónimos. 
Frente a la infertilidad, históricamente se han desarrollado diferentes 
técnicas de reproducción asistida (TRA), en función del motivo original por el 
cual una pareja no puede concebir.  
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Si bien la etiología de la infertilidad se distribuye de forma más o menos 
equitativa entre factor masculino (40%) y factor femenino (40%), y el resto 
(20%) sería debido a un factor mixto, podríamos a su vez subdividir esta 
etiología en casos de anovulación, endometriosis factor masculino, factor 
tubárico, ovario poliquístico, y también casos donde la causa es de origen 
desconocido, la denominada infertilidad idiopática (2) 
 
 
Figura 1. “Distribución de la distintas etiologías”, con un mayor porcentaje (casi 
1/3 del total) debido a problemas en la ovulación (Kuivasaari-Pirinen P. et al. 2012) 
 
Este último grupo es muy importante, ya que se trata de un grupo con 
problemas para concebir, donde no hay una causa determinada y todos los 
parámetros aparentan ser normales, al que se debería prestar una mayor 
atención e investigar más a fondo ya que básicamente implica una falta de 
información tanto a nivel molecular como celular de las distintas etapas 
implicadas en el proceso reproductivo. Es por esto por lo que se están 
focalizando los estudios en análisis embrionarios basados en métodos no 
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morfológicos que profundicen más acerca de los motivos de los fallos de 
implantación embrionaria (3)(4)(5)(6). 
El objetivo principal de las técnicas de reproducción asistida es generar una 
descendencia sana con el menor coste médico y de esfuerzo por parte de los 
pacientes (físico, mental, y económico). El nacimiento del primer “bebé-
probeta” en 1978 supuso un hito para la medicina reproductiva, estableciendo 
las bases de un nuevo campo de investigación médica. 
Una de las primeras técnicas de Reproducción Asistida desarrolladas para 
el tratamiento de una pareja infértil es la inseminación artificial, que se define 
como el depósito de una muestra seleccionada de espermatozoides en el tracto 
reproductor femenino. Se recomienda, siempre y cuando se cumplan las 
siguientes condiciones necesarias para maximizar las probabilidades de éxito: 
1/ diagnóstico de trompas permeables (7) 
2/ recuento de espermatozoides móviles progresivos superior a los 2 
millones post-capacitación (8).  
3/ edad de la paciente ≤ 38 años (9) 
4/ buena reserva ovárica (9) 
5/ tiempo de esterilidad de la pareja inferior a los 5 años (10) 
Desde el punto de vista del factor masculino y dependiendo del origen del 
semen, la inseminación artificial puede ser homóloga (IAH) o con semen de 
donante (IAD). En cuanto a los resultados globales obtenidos mediante esta 
técnica, las tasas de embarazo oscilan entre un 5% y un 70% por paciente, 
aunque en general se acepta  una tasa de embarazo por ciclo de un 10-20% 
para todo tipo de etiologías (11). Cuando la inseminación artificial no funciona o  
 
Introducción 
______________________________________________________________________ 
 15 
si la paciente no cumple los criterios mínimos exigidos para el éxito de la 
técnica, la siguiente opción es cambiar a la fecundación in vitro (FIV). Esta 
técnica implica la fecundación del ovocito en condiciones de cultivo in vitro, 
previa obtención y preparación de los gametos para la posterior transferencia 
de los embriones a la cavidad uterina. Básicamente la FIV es un proceso que 
se divide en 4 fases: 
1/ Estimulación ovárica controlada 
2/ Punción ovárica y recuperación ovocitaria 
3/ Recuperación espermática y fecundación in vitro 
4/ Selección, transferencia embrionaria y criopreservación de los embriones 
excedentes 
Aunque la indicación inicial para realizar un ciclo de FIV fue la patología 
tubárica, en la actualidad podemos admitir que la situación ha cambiado y su  
aplicación abarca un amplio rango de situaciones (factor masculino con 
alteración seminal severa, esterilidad de causa desconocida, endometriosis, 
esterilidad multifactorial….) 
La década posterior al desarrollo de la fecundación in vitro condujo a la 
aparición de numerosas variantes de la técnica, que culmina con la puesta a 
punto de la técnica que revolucionó el mundo de la reproducción asistida por el 
gran avance que supuso la inyección intracitoplasmática de espermatozoides 
(ICSI), práctica que consiste en la microinyección de un espermatozoide en el 
interior de un ovocito previamente decumulado o liberado de las células de la 
granulosa (12) y que representa aproximadamente el 40% de los 
procedimientos efectuados en el laboratorio de fecundación in vitro. La FIV 
convencional precisa una cantidad mínima de espermatozoides móviles por lo 
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que resulta relativamente ineficaz para parejas cuya situación de infertilidad se 
debe a un factor masculino severo. Teniendo en cuenta estas condiciones 
previas, el ICSI ha permitido el tratamiento de la infertilidad masculina pura, 
logrando gestaciones incluso en casos de mal pronóstico (factor masculino muy 
grave). Esto acompañado de las mejoras en los métodos de cultivo y en las 
condiciones del laboratorio, ha permitido la obtención de embriones de buena 
calidad con elevado potencial de implantación.  
1.2 Limitaciones de las TRA e inconvenientes de los 
resultados actuales 
En el siglo XXI resulta evidente la mejora de los resultados clínicos 
obtenidos en la medicina reproductiva, lo que se demuestra con una 
disminución del número de embriones transferidos al útero, unido a un aumento 
en las posibilidades de gestación de las parejas (13). 
A pesar de la aplicación intensiva de las TRA y de las cada vez mayores 
tasas de éxito, hay ciertos aspectos de estos tratamientos que continúan sin 
resolverse, siendo una limitación importante el hecho de que sólo entre el 10-
20% de los embriones transferidos al útero sean capaces de dar lugar a un 
embarazo a término (14)(15). 
Los criterios de selección morfológica están correlacionados con las tasas 
de gestación pero no implican una selección del todo fiable, ya que, por un 
lado, el valor predictivo de estos criterios clásicos de selección no es perfecto y 
por otro lado, se ha estimado que entre el 50-70% de los embriones no 
alcanzan el estadío de blastocisto (16)(17) y por tanto, apoyan la teoría de que 
sólo una pequeña fracción de estos embriones está destinada a convertirse en 
un recién nacido vivo (18). 
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La consecuencia es que una gran mayoría de los embriones obtenidos in 
vitro y transferidos verán interrumpido su desarrollo. Esta incapacidad de 
distinguir con fiabilidad entre embriones competentes y embriones con 
limitaciones de desarrollo o de implantación, ha promovido que históricamente 
siempre se haya transferido más de un embrión. 
1.3. Consecuencias de las transferencias embrionarias 
dobles 
Aunque la tendencia actual es la transferencia de un solo embrión (conocido 
por sus siglas en inglés SET: single embryo transfer), hasta ahora siempre se 
han llevado a cabo las transferencia de 2 ó más embriones para contrarrestar 
la viabilidad relativamente baja (19)(18). 
En un intento para superar este obstáculo, se transfiere más de un embrión 
con la esperanza de que al menos uno de ellos implante y culmine en un 
nacido vivo, pero con el riesgo consiguiente de que haya un embarazo 
gemelar. 
El elevado porcentaje de gestaciones gemelares (20) conlleva un aumento 
en las mujeres sometidas a estas técnicas de ciertos riesgos para la salud tanto 
de la madre como de los fetos, incluyendo embarazo prematuro, bajo peso del 
recién nacido, retraso en el crecimiento intrauterino, hipertensión y otras 
complicaciones obstétricas (21). Además también se ha descrito una incidencia 
6 veces superior de riesgo de mortalidad perinatal y morbilidad (22), y 4 veces 
superior de riesgo de parálisis cerebral (23) en los embarazos gemelares 
comparado con los embarazos únicos. 
Se calcula que el porcentaje de embarazos gemelares con las técnicas de 
reproducción asistida está alrededor del 20% (24), cifras que no tienen nada 
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que ver con el porcentaje existente entre la población general generados de 
forma natural (1%) (25, 26). 
A estos dos inconvenientes (poca eficacia y aumento de las gestaciones 
múltiples) hay que añadir un tercer impedimento, como son, las legislaciones 
restrictivas de algunos países (tanto en términos de fecundación como de 
criopreservación embrionaria). Todo ello son motivos suficientes para entender 
la necesidad de conseguir una mejora de las técnicas de reproducción 
asistida.De esta forma, en una situación ideal, donde se pueda identificar el 
embrión que tiene más posibilidades de implantar, se podría disminuir la tasa 
de gestación múltiple transfiriendo un único embrión, pero sin penalizar las 
tasas de gestación. 
1.4. Mejora de las técnicas de reproducción asistida: 
El éxito de las técnicas de reproducción asistida se podría lograr mediante 
la mejora de varios procesos: 
1/ Mejora en los protocolos de estimulación ovárica, y así obtener una 
buena calidad de los ovocitos recuperados. 
2/ Mejora en la selección y recuperación espermática 
2/ Una vez tengamos gametos de buena calidad, podremos obtener 
embriones de buena calidad, siempre y cuando nuestro sistemas de cultivo 
estén optimizados al máximo. 
3/ Mejora en los métodos de selección de embriones, lo que nos permitirá 
seleccionar con mayor seguridad qué embrión tiene más posibilidades de 
implantar, permitiendo llevar a cabo transferencias embrionarias únicas (SET) 
con mayores garantías de éxito. El resto de embriones de buena calidad serán 
criopreservados para posteriores intentos si fuera necesario. Actualmente la 
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mejora en las técnicas de congelación embrionaria ha permitido mantener unas 
tasas de gestación acumuladas por ciclo tras el uso de los embriones 
congelados y descongelados muy superiores respecto a las existentes hace 
unos años (27)(28). De esta manera estaremos dando mayores opciones de 
gestación por ciclo de estimulación sumando a la posibilidad de gestación de 
los embriones en fresco la de los descongelados, ya que en caso de no obtener 
gestación con la transferencia de este embrión, podemos intentarlo con los 
embriones congelados posteriormente. 
La probabilidad de éxito de un ciclo de FIV mayoritariamente dependerá de 
la edad de la paciente y de la etiología femenina, que se reflejará en la calidad 
de los ovocitos, así como de la calidad del semen, traduciéndose todo ello en la 
calidad de sus embriones disponibles. 
Por otro lado, para obtener gametos femeninos de buena calidad también 
es importante llevar a cabo estimulaciones ováricas no muy agresivas, para 
afectar lo menos posible a la calidad de los ovocitos (29). Por ello se aplican 
protocolos de estimulación más personalizados con el objetivo de maximizar 
las opciones de éxito, ya que se ha estudiado el efecto e impacto de los 
distintos protocolos de estimulación en la calidad de los gametos, y se ha 
observado diferencias tanto en la calidad de los ovocitos como en la 
fecundación de estos (30). 
Aunque inicialmente la transferencia electiva de un solo embrión se 
llevaba a cabo en pacientes de buen pronóstico: con edad < 36 años, con 
primer o segundo ciclo de FIV y con varios embriones de buena calidad, cada 
día esta práctica es llevada a cabo en más pacientes, ampliando el rango de 
selección, e incluso recomendado esta práctica en pacientes de hasta 39 años 
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(31). La necesidad de esta mejora ha promovido que se trabaje más 
exhaustivamente tanto a nivel médico como tecnológico, para ser capaces de 
distinguir, con la mayor precisión posible, aquellos que van a tener éxito de los 
que no. Por consiguiente, el compromiso de mejorar las tasas de embarazo a 
través de técnicas de fecundación in vitro debería encaminarse a la búsqueda 
de nuevos marcadores de calidad embrionaria para la identificación de mejores 
embriones que den dar lugar a descendencia sana. 
1.5 Marcadores de calidad  embrionaria: 
Los avances relacionados con las técnicas de fecundación in vitro se basan 
en una serie de progresos significativos a nivel médico y tecnológico. Estas 
nuevas perspectivas de trabajo se traducen en una mayor cantidad y calidad de 
los embriones disponibles para la transferencia (y/o para congelar), y de 
acuerdo a estas condiciones, tendremos más opciones de obtener embarazo, 
no solo por la mayor capacidad de implantación a consecuencia de la mejor 
calidad, sino por el mayor número de embriones disponibles que hará que 
tengamos más oportunidades al poder realizar mayor número de intentos.  
1.5.1Marcadores clásicos no invasivos 
 
En las tres últimas décadas, la evolución de los métodos de observación 
embrionaria no ha experimentado cambios de especial importancia. Aunque se 
han acumulado una gran cantidad de datos morfológicos y de experiencia, 
gracias a los cuales ha sido posible profundizar en la apariencia adecuada de 
un embrión óptimo en diferentes etapas del desarrollo. 
La evaluación morfológica, aunque imperfecta, es actualmente el 
método de selección embrionaria más frecuentemente usado.  
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Históricamente, el embriólogo se ha basado en las observaciones 
realizadas al microscopio óptico para describir las características morfológicas 
de un embrión como indicadores potenciales de la viabilidad. Sin embargo, con 
el empleo de criterios de selección morfológica basados en métodos de 
observación estáticos estamos perdiendo información que puede afectar a los 
resultados. La explicación más probable es que el examen de la calidad 
embrionaria en un momento predeterminado no es del todo representativo del 
desarrollo completo del embrión, por lo que las conclusiones extraídas de la 
valoración morfológica pueden ser engañosas en relación a la competencia 
embrionaria. Además, algunos trabajos publicados resaltan similares resultados 
cuando se transfieren embriones congelados (32) con respecto a la 
transferencia de embriones frescos (33). La razón es o bien porque las 
condiciones uterinas y endometriales no eran favorables para la implantación 
durante la estimulación ovárica, o bien porque se ha errado en la identificación 
del embrión con mayor competencia evolutiva, lo cual constituye otra prueba de 
que los métodos convencionales de selección embrionaria a veces no son del 
todo fiables. 
 Mientras que el examen morfológico convencional tiene la ventaja de ser 
un método sencillo, no invasivo y rápido, representa el inconveniente de ser 
altamente subjetivo, que precisa de formación especializada, cierto grado de 
experiencia y cierta alteración de las condiciones de cultivo (ya que durante los 
días de desarrollo embrionario los embriones deben extraerse de los 
incubadores para su evaluación bajo microscopio), con la consiguiente 
disminución de las opciones de desarrollo embrionario (34)(35). Si bien es 
cierto, que hace bastantes años que los laboratorios de FIV seleccionan los 
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embriones en base a estos criterios morfológicos valorados en unos tiempos 
preestablecidos, y de alguna forma, los resultados son satisfactorios, la 
definición de calidad embrionaria es un concepto que puede resultar algo 
confuso y engañoso, ya que algunas veces la transferencia de embriones de 
“muy buena calidad morfológica” no cursa con gestación, y en cambio, otras 
veces (aunque en menor medida) pasa lo contrario, tiene lugar gestaciones en 
casos donde los embriones transferidos tenían una “calidad morfológica 
subóptima o pobre”. 
 Nuevas pruebas más informativas, como las pruebas de diagnóstico 
cromosómico o genético preimplantacional (DGP) mediante hibridación in situ 
fluorescente han cobrado gran importancia (36) en la última década. Los 
problemas que se plantean son que las indicaciones de estos análisis son 
bastante restrictivas y existe cierta controversia en la literatura sobre su eficacia 
y beneficios. Algunos  artículos argumentan que el empleo de estas técnicas en 
ciertos tipos de pacientes no mejora las tasas de gestación (37, 38). Otros 
incluso encuentran que en pacientes de edad avanzada no sólo no se 
benefician del uso del  DGP, sino que  empeoran sus tasas de gestación 
(39)(40). Por otro lado existen artículos que si recomiendan el uso del PGD en 
ciertos tipos de pacientes, como pacientes de edad avanzada o pacientes con 
abortos de repetición, ya que en este tipo de pacientes si no usamos el PGD 
obtenemos peores resultados (41, 42). 
Hasta la fecha, para la evaluación de la calidad ovocitaria han sido 
usados diferentes marcadores de calidad, como la morfología del ovocito 
propiamente dicha (43), de la zona pelúcida, del corpúsculo polar (44, 45), del 
huso meiótico (46)(47) y de la viscosidad citoplasmática (44). A nivel zigótico se 
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han analizado la morfología y posición de los pronúcleos, el número, tamaño y 
posición de precursores nucleolares (48, 49), la orientación de los corpúsculos 
polares respecto a los pronúcleos (50, 51) y la presencia del halo 
citoplasmático (44, 52). Con respecto a las blastómeras del embrión, los 
parámetros considerados son su número (44, 53), el porcentaje y tipo de 
fragmentación, el tamaño y simetría (54), la apariencia del citoplasma, la 
compactación, la multinucleación, el  ritmo de división y el contacto entre ellas 
(53). Todos estos parámetros son usados en conjunto para la evaluación del 
embrión, aunque la subjetividad de estos parámetros hace que se investiguen 
nuevos métodos que aporten una selección más objetiva y podamos 
seleccionar de forma más precisa. Además algunos de ellos, como la 
distribución pronuclear, han mostrado no tener valor predictivo tras los estudios 
de time-lapse (55). 
1.5.2 Nuevos marcadores no-invasivos 
 
 La búsqueda de un test objetivo y fiable que evalúe la viabilidad tanto 
del ovocito como del embrión que permita la gestación de la paciente, con una 
disminución de las tasas de gestación múltiple, mientras se mantienen los 
resultados globales, se ha convertido en uno de los desafíos más importantes 
de la medicina reproductiva contemporánea. 
Actualmente contamos con varios métodos no invasivos de evaluación 
embrionaria no implementados al 100% en la práctica clínica diaria, pero con 
gran proyección de futuro: 
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1.5.2.1 Recambio de aminoácidos. 
 
En las últimas décadas, la comunidad científica ha manifestado un gran 
interés sobre cómo los embriones tempranos modifican el medio de cultivo in 
vitro. A raíz de esta curiosidad, se publican trabajos que demuestran que la 
presencia de determinados aminoácidos en el medio de cultivo mejora el 
desarrollo embrionario en modelos animales y en humanos (56, 57). El 
experimento clave que vincula el perfil de aminoácidos con el potencial de 
desarrollo embrionario está diseñado por Houghton (58), quien demuestra que 
el modo en el que embriones de día 2 modifican el contenido en aminoácidos 
del medio de cultivo puede ayudar a predecir su posterior desarrollo a 
blastocisto. Este trabajo es el primero en revelar la conexión entre viabilidad 
embrionaria y consumo ó producción de aminoácidos, independientemente de 
otros factores como la evaluación morfológica. También ha sido demostrado 
que la adición de aminoácidos al medio de cultivo disminuye la elevada 
actividad glicolítica de los embriones creados in vitro, una actividad aumentada 
al producirse estos embriones en el laboratorio (del 28% de glucosa convertida 
en lactado en embriones in vivo se pasa al 76% y 90% in vitro a las 3 y 6 h 
respectivamente) (59). Esta elevada actividad correspondería a un mecanismo 
de  respuesta al sacarlos de su entorno natural. Esta idea ha sido contrastada 
con varios trabajos, entre ellos uno de Lale y Gardner, mostrando como  
blastocistos de ratón con mayor actividad glucolítica presentaban menos 
viabilidad post-transfer que aquellos menos activos (60).  
Otros grupos que cobran importancia dentro de los parámetros no 
morfológicos son el análisis del estrés oxidativo en el líquido folicular (4), el uso 
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de la luz polarizada para visualización del huso y membranas de la zona 
pelúcida, el HLA-G como marcador del potencial embrionario (5) y la 
cuantificación de los niveles del factor de activación plaquetario (PAF) en el 
medio de cultivo (6). 
Estos métodos tuvieron su momento de auge, pero con el paso de los 
años han caído en desuso debido a los poca practicidad y poca eficacia 
obtenida, actualmente son métodos no usados en el laboratorio. 
 
1.5.2.2 Las “–ómicas” como herramientas de investigación. 
 
Estas nuevas tecnologías están cambiando la percepción sobre la 
fisiología de los mamíferos al tratarse de instrumentos que amplían la 
descripción fenotípica. 
- Transcriptómica. Se basa en la identificación de genes que se 
expresan diferencialmente entre dos o más situaciones de estudio y que 
resultan adecuados en la caracterización de marcadores diagnósticos. Las 
ventajas derivadas de estos estudios se deben a que los cambios fisiológicos 
no se traducen en variaciones importantes de la expresión génica y a que la 
mayoría de genes que actúan conjuntamente en un contexto concreto son 
buenos indicadores de una respuesta fisiológica real. 
 - Proteómica. La caracterización de las proteínas expresadas y 
secretadas por el embrión durante todas las etapas de desarrollo 
preimplantatorio aportan una nueva visión de los procesos biológicos y 
celulares afectados. Los resultados indican que embriones morfológicamente 
similares presentan perfiles proteicos distintos y que una activación adecuada 
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del genoma embrionario, y del proteoma, actúa como un factor crítico del 
potencial de desarrollo embrionario (3). 
- Metabolómica.  El examen de los metabolitos presentes en el 
medio de cultivo ha dado lugar a un método potencial de selección embrionaria 
que optimiza las oportunidades de gestación mejorando la eficacia de los 
tratamientos de fecundación in vitro. Los estudios publicados hasta el momento 
describen una correlación directa entre el perfil metabólico y la viabilidad 
embrionaria. Los perfiles metabólicos que caracterizan a los embriones en 
distintas etapas del desarrollo están estrechamente relacionados con la 
competencia del embrión, y por tanto, todos los estudios relacionados han 
intentado predecir el resultado del ciclo sin resultados concluyentes (61). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. “-Ómicas” como herramientas de investigación 
 
El grupo de las ómicas (transcriptómica, proteómica y metabolómica) ha 
mostrado evidencias de que los gametos y embriones viables poseen un perfil 
molecular único que puede ser usado para selección de embriones en términos 
de desarrollo y viabilidad (3), aunque todavía está lejos de ser implementado 
en la clínica diaria. 
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Cualquiera de las alternativas desarrolladas hasta ahora puede emerger 
en un futuro como una herramienta adicional a los criterios morfológicos 
convencionales de selección embrionaria. Las características que deben definir 
a estas innovaciones tecnológicas son: poseer un carácter no invasivo, que 
sean fáciles de usar sin conocimientos específicos ni un entrenamiento 
excesivo, económicas, rápidas, fiables y reproducibles, que se ajusten al 
trabajo diario del laboratorio sin forzar cambios en la rutina y que aporten 
información útil adicional a los criterios morfológicos clásicos. Sin embargo, 
muchas de estas técnicas todavía se encuentran en fase de investigación 
básica por lo que los resultados clínicos son escasos, precisan de personal 
altamente cualificado, los centros/laboratorios de reproducción no suelen contar 
con el equipamiento adecuado, por lo que resulta necesario trasladar las 
muestras a centros especializados. Se trata de ensayos de difícil aplicación 
clínica por su complejidad, ya que la mayoría precisan de cierto grado de 
manipulación embrionaria. 
Por todo esto, nos centraremos en una nueva metodología prometedora 
capaz de mostrar parte de un parámetro fisiológico muy importante del 
embrión, el metabolismo embrionario. Está considerado un procedimiento no 
invasivo, fácil de manejar, de uso rápido, y con el objetivo de ser una 
herramienta más del laboratorio de fecundación in vitro. 
 
1.6. Estudio de la respiración celular: 
 
 El estudio del metabolismo embrionario, y en particular del consumo de 
oxígeno, podría mejorar la selección embrionaria a partir de la identificación de 
los embriones con mayor competencia en el desarrollo. Este factor está 
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considerado como el mejor indicador de la actividad metabólica global (62), ya 
que está directamente relacionado con la capacidad del embrión para producir 
ATP y como un parámetro importante en la evaluación de la calidad 
embrionaria (63). Además de (62), también otros autores han considerado el 
consumo de oxígeno como el mejor indicador de actividad metabólica (64). 
Al conocer la actividad metabólica estamos  aportando información 
relativa a la carga mitocondrial del ovocito, ya que las mitocondrias son las 
principales productoras energéticas (Figura 3), un factor indicativo del 
crecimiento y maduración ovocitaria. Una deficiencia en la función o número de 
mitocondrias en el ovocito implica que no será capaz de completar la 
fecundación ni llevar a cabo el posterior desarrollo embrionario, puesto que las 
mitocondrias contribuyen en aspectos como la homeostasis del calcio, esencial 
para el desarrollo y el suministro de metabolitos durante la generación de 
energía (65-67). Se ha comprobado que niveles bajos de carga mitocondrial da 
lugar a bloqueo de maduración ovocitaria, fallos de fecundación y alteración del 
desarrollo embrionario (65, 66, 68). 
La cantidad total de ATP producida viene determinada por 2 
mecanismos o vías: la vía aeróbica (fosforilación oxidativa) y la vía anaeróbica 
(glucólisis). Mientras que a través de la vía aeróbica (donde el ácido pirúvico en 
presencia de oxígeno es oxidado para producir energía, dióxido de carbono y 
agua): C6H12O6 + 6O2 → 6CO2 + 6H2O + 38 energía (ATP) obtenemos la mayor parte de 
energía(91-97%), mediante la vía anaeróbica (donde una molécula de glucosa 
es oxidada y dividida en 2 moléculas de piruvato, obteniéndose 2 moléculas 
netas de ATP y se reducen 2 moléculas de NAD+):  Glucosa + 2NAD+ + 2ADP + 
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2Pi→ 2Piruvato + 2NADH + 2ATP + 2H
+
 + 2H2O solo obtenemos una pequeña parte 
del total de ATP(entre el 2.6-8.7% del total). 
Así pues, midiendo el consumo de oxígeno tendremos una aproximación 
bastante fiable de la producción energética, no toda, pero sí la mayoría. 
Podríamos entonces afirmar, que la producción de ATP se realiza casi en su 
totalidad  a través de la fosforilación oxidativa. 
Las evidencias soportadas por distintos trabajos encontrados en la 
literatura, que hace que consideremos la actividad metabólica de ovocitos y 
embriones como buenos predictores de la calidad y desarrollo embrionario, se 
desarrollaron para calcular el consumo o liberación de hormonas, factores de 
crecimiento, citoquinas y otros substratos energéticos como la glucosa, el 
lactato y el piruvato (58).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Proceso general de la producción de ATP a través de las mitocondrias 
(webs.uvigo.es) 
 
A pesar de que las mitocondrias no sean especialmente activas en los estadíos 
más tempranos de la división embrionaria sabemos de su papel vital en la 
competencia ovocitaria y su posterior desarrollo descrito en la literatura. Por 
tanto, si somos capaces de cuantificar la carga mitocondrial, indirectamente a 
través del consumo de oxígeno (fosforilación oxidativa), podría traducirse en 
una manera de diferenciar ovocitos y/o embriones con mayor potencial de 
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desarrollo embrionario (mayor carga mitocondrial), de aquellos con menos 
opciones de desarrollo (menor carga mitocondrial). 
La posibilidad de determinar tasas individuales de consumo en 
diferentes etapas del desarrollo embrionario puede resultar útil para conocer 
más a fondo las diferentes necesidades metabólicas de los embriones, e 
intentar identificar patrones de consumo relacionados con la implantación 
embrionaria.  
 Ya han pasado más de 60 años desde las primeras mediciones de 
oxígeno en ovocitos y embriones de mamífero (70). Los estudios iniciales 
demostraron que los blastocistos consumían más oxígeno que los embriones 
en división y que el cambio en la concentración de sustratos metabólicos en el 
medio de cultivo alteraba la cantidad de oxígeno consumido por los mismos 
(71). Los siguientes estudios emplearon técnicas de microespectrofotometría 
para analizar cambios en la oxihemoglobina extracelular como consecuencia 
del consumo de oxígeno por los embriones (72, 73). Los electrodos 
estacionarios de oxígeno en estado sólido también han sido empleados tanto 
para grupos de embriones como para embriones individuales. Magnusson et al 
publicaron en humanos mediante métodos espectrofotométricos (72) que los 
embriones que consumían más oxígeno se desarrollaban en mayor medida a 
blastocisto y tenían mayores tasas de supervivencia que aquellos que 
consumían menos oxígeno, aunque estos resultados no han sido 
posteriormente confirmados. Usando también electrodos de oxígeno, Benos y 
Balaban (74) determinaron que la fosforilación oxidativa mitocondrial 
(OXPHOS, de sus siglas en inglés) representa entre el 50 y el 70% del oxígeno 
consumido por los blastocistos para generar ATP por la ATPasa Na/K de 
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membrana plasmática. Manes y Lai (75) demostraron que una porción del 
oxígeno total consumido por los embriones no fue invertido en OXPHOS sino 
en otras oxigenasas. Posteriormente, Houghton et al.  (76) desarrollaron una 
técnica ultra fluorescente para medir el consumo de oxígeno planteando la 
relación entre los metabolitos del medio y el consumo de oxígeno por los 
embriones (77). 
James R. Trimarchi et al midieron tasas de consumo de oxígeno con 
electrodos en embriones de ratón. Observaron que los blastocistos consumían 
0.6 ± 0.1 μM de oxígeno, mientras que los embriones en estadios tempranos 
sólo 0.3 ± 0.1 μM, lo que supone un incremento de dos veces en el consumo 
de oxígeno durante el estadio de blastocisto. Demostraron que el oxígeno 
consumido por embriones en estadio de una célula podía modularse por la 
ausencia de piruvato del medio de cultivo y que el tratamiento con diamida, un 
agente inductor de muerte celular, resultó en una reducción del consumo de 
oxígeno. De este modo el gradiente de oxígeno que rodeaba a los embriones 
tratados (muertos) no variaba a diferencia del que rodeaba a los embriones 
control o no tratados (69, 77). 
Sturmey et al en el 2003 analizaron el consumo de oxígeno en diferentes 
estadíos embrionarios, no observando diferencias significativas entre ovocitos 
inmaduros, maduros, zigotos, embriones de 4 células, y mórulas. Cuando sí 
que vieron que el consumo de oxígeno se incrementaba, con diferencias 
significativas, era en el momento de la blastulación, alcanzando valores altos 
en estadío de blastocisto temprano. Cuando los blastocistos se expandían, el 
consumo de oxígeno volvía a disminuir, volviendo a los valores iniciales de  los 
primeros estadíos (78), tal y como muestra la figura 4. 
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Figura 4. Consumo de oxígeno medido en pmol/h en diferentes estadíos 
embrionarios, con aumento significativo en el momento de la blastulación. 
(Sturmey R.Gand Leese H.J.Reproduction 2003 126 197–204) 
 
El grupo de Lopes y colaboradores fueron los primeros que validaron un 
sistema de medición de respiración embrionaria (Nanorespirómetro) con el que 
midieron las tasas de  respiración de embriones bovinos en diferentes tiempos, 
sin verse afectado su desarrollo embrionario (79), tal y como muestra la figura 
5. 
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Figura 5. Fig. 1. (a) Siete capilares de vidrio unidos, formando lo que se conoce 
como una ‘‘roseta’’, y  (b) la unidad de medición llamada”nanorespirómetro”. La 
“roseta” está montada sobre un disco rotatorio, para que los capilares puedan 
alinearse con el sensor. Los números del disco son usados para saber qué capilar 
está siendo analizado. Se aprecia el sensor justo arriba del capilar. El cilindro que 
transporta la roseta es de  polisulfanato y el  disco es un disco de sujeción, el cual es 
sumergido dentro del medio durante las mediciones. (Lopes A.S et al. Theriogenology 
200767  21–31) 
 
A su vez, basado en la misma tecnología, también validaron el 
nanorespirómetro, que mide la tasa de consumo embrionario de forma 
individual e incorpora un sistema de análisis de imagen. El objetivo era usar 
este consumo embrionario como una posible herramienta para mejorar la 
selección, y para ello buscaron posibles correlaciones entre tasas de consumo 
y calidad morfológica, sexo, estadío de desarrollo cinético, diámetro del 
embrión y la expresión de ciertos genes (80). 
Los datos obtenidos mostraban que las tasas de consumo en bovinos de 
los embriones producidos in vivo aumentaron de forma directamente 
proporcional a la calidad morfológica y estadío de desarrollo (p<0.05). La tasa 
media de consumo no varió significativamente entre los embriones que dieron 
lugar a embarazo y los que no, pero la transferencia de embriones con tasas de 
consumo menor de 9.75 fmol/s, entre 9.75-14 fmol/s y mayor de 14 fmol/s 
resultó en un 48, 100 y 25 % de tasa de embarazo, respectivamente. La tasa 
media de consumo de embriones producidos in vitro fue mayor que la de los 
producidos in vivo asociado a diferencias en la calidad morfológica y el estado 
de desarrollo (80). 
En bovinos este mismo grupo investigó la posible relación entre el 
consumo de oxígeno y la expresión de ciertos genes. Ha quedado demostrado 
que en el estadío de blastocisto, el ATP es obtenido a través de la glucólisis y 
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la fosforilación oxidativa (mayoritariamente mediante vía aeróbica), ya que 
aunque ambas vías (aeróbica y anaeróbica) están activas durante el desarrollo 
embrionario, es la vía aeróbica la que más presencia tiene durante el desarrollo 
a blastocisto y la implantación embrionaria (81)(82). Ambos procesos requieren 
consumo de oxígeno y glucosa, y ambos están regulados por la expresión de 
GLUT1 y G6PD. Estos autores comprobaron que los niveles de expresión de 
GLUT1 y G6PD se vieron afectados por la calidad morfológica y el estadio de 
desarrollo. La expresión de mRNAs de GLUT1 y G6PD se correlacionó con las 
tasas de consumo, indicando que en blastocistos metabólicamente activos, los 
consumos de oxígeno y glucosa están aumentados (80). 
Posteriormente Scott y cols en el 2008 publicaron datos muy interesantes 
respecto a las tasas de respiración en ovocitos humanos. Este grupo analizó 
tasas de consumo de oxígeno en ovocitos madurados in vitro, y en ovocitos de 
fallos de fecundación. Respecto al primer grupo observaron mayores tasas de 
consumo en aquellos ovocitos que maduraban correctamente (desde el estadío 
de vesícula germinal hasta completar la 1ª meiosis y alcanzar el estadío 
metafase MII), comparado con aquellos que se bloqueaban o degeneraban, 
donde las tasas observadas eran menores (Figura 6). En el segundo grupo 
observaron tasas de consumo mayores para aquellos ovocitos donde la 
fecundación había sido mayor, de modo que a partir de un 40% de fecundación 
los niveles se mantenían estables, mientras que por debajo de este porcentaje, 
encontraban niveles de consumo menores, con diferencias significativas 
(p<0.01), tal y como muestra la figura 7A. Además cuando tenían en cuenta 
factores claramente relacionados con la salud del ovocito, como era la FSH, 
encontraban niveles de consumos más bajos: a partir de ciertos niveles de FSH 
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basal (>11), disminuían los niveles de consumo de oxígeno, con significancia 
(p<0.01) (83), tal y como se puede apreciar en la figura 7B. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.Tasas de respiración en función de la evolución de los ovocitos inmaduros. 
(Scott L et al. ReprodBiomed Online 2008 17 461-9) 
 
         
 
 
 
 
Figura 7A. (Izquierda) Tasas de consumo de oxígeno en función de la tasa de 
fecundación obtenida. Figura 7B (derecha). Las tasas de respiración obtenidas 
según el rango de FSH basal, con significancia a partir de valores de FSH 
superiores a 11. (Scott L et al. ReprodBiomed Online 2008 17 461-9) 
 
Este trabajo fue la primera aproximación en humanos, y aunque los 
resultados eran muy interesantes, estaban realizados en ovocitos de uso no 
clínico, obtenidos a partir de ciclos de reproducción de pacientes en 
tratamiento, pero, procedían o bien de la cohorte de ovocitos original que no 
habían completado la 1ª meiosis y  estaban en la fase diplotene de la profase I 
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(eran inmaduros), o bien,  que si había madurado a MII, pero no había 
completado la 2ª meiosis, es decir, no habían sido fecundados por el 
espermatozoide. Por lo tanto, aunque, el trabajo es la primera experiencia con 
ovocitos humanos, no podemos extrapolarlos a casos reales por tratarse de 
ovocitos inmaduros procedentes de ciclos de estimulación ovárica, que son 
normalmente descartados para su uso clínico. 
En el 2010 el grupo de Lopes y cols (82) continuó sus investigaciones 
con bovinos, y realizaron unos hallazgos muy interesantes. Este grupo 
encontró un mayor consumo de oxígeno en el momento de la fecundación y 
cuando se producía la primera división. En concreto, observaron un pico más 
acentuado de consumo de oxígeno entre las 7-11 horas post fecundación, 
debido a la mayor actividad mitocondrial a consecuencia de la penetración 
espermática. Otra hipótesis alternativa a este incremento de oxígeno está 
relacionada  con los niveles de NADPH. Al producirse la penetración 
espermática el NADPH de procedencia espermática iniciaría una ola de 
actividad REDOX. Se ha publicado que la correcta maduración ovocitaria y 
desarrollo embrionario está relacionada de forma indirecta con los niveles 
NADPH,  como papel del glutatión como agente reductor, facilitando la 
conversión de glutatión reducido a glutatión oxidado (84, 85). 
Este pico de consumo de oxígeno post fecundación había sido 
observado en ratones y en ascidias por otros autores (66, 67, 86)(87). Otros 
autores habían observado este incremento en ratones en el momento de la  
glucólisis y en la fosforilación oxidativa cuando se producía la formación 
pronuclear (88). Con estos descubrimientos Lopes et al., confirmaban lo que se 
había publicado anteriormente, pero en bovinos. 
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También observaron un pico menos acentuado de consumo de oxígeno 
entre las 22-25 horas post fecundación, correspondiendo al momento cuando 
se producía la primera división, debiéndose a una mayor demanda energética 
para el inicio de la división celular (82), tal y como muestra la figura 8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Picos de oxígenos detectados en el momento de la fecundación (7-11 h 
post-fecundación) y en el momento de la primera división (22-25 h post-
fecundación). La línea azul corresponde al grupo control (ovocitos madurados in 
vitro que no fueron inseminados), mientras que la línea roja corresponde a los 
zigotos correctamente fecundados. (Lopes A.S et al. HumReprod 2010 25 2762-7
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En el 2011 Yamanaka et al (89) publicó un trabajo analizando consumo 
de oxígeno en embriones humanos. En concreto, analizaron tasas de consumo 
de oxígeno en embriones en estadío de blastocisto, comparando estas tasas 
en función de si los embriones habían sido congelados o procedían del ciclo en 
fresco. Además en los embriones que habían sido descongelados analizaban el 
consumo dependiendo de la evolución del blastocisto descongelado (con 4 
categorías establecidas: degenerado, bloqueado, eclosionando o bien 
eclosionado). 
Los resultados obtenidos mostraban una diferencia importante en el 
consumo de oxígeno entre los blastocistos frescos; 7.8 ± 0.3 fmol/s (n = 10) y 
los descongelados: 2.4 ± 0.1fmol/s (n = 44) (p<0.05), como se observa en la 
figura 9. 
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Figura 9.  Se aprecia la tasa de consumo de oxígeno mucho más baja en los 
blastocistos recién descongelados (0 h), comparado con los frescos (p<0.05). 
También se aprecian cambios en el consumo de oxígeno a medida que transcurre el 
tiempo después de desvitrificar los blastocistos, con diferencias importantes a 
partir de las 4.5 h post descongelados. (Yamanaka M et al. HumReprod 2011 12 3366-71) 
 
Cuando analizaron las tasas de consumo de oxígeno de los blastocistos 
desvitrificados en función de la evolución de éstos, es decir, en función de si 
continuaban su desarrollo, o bien, si se bloqueaban o degeneraban, observaron 
que los blastocistos que tras descongelar evolucionaban correctamente 
(eclosionaban parcial o totalmente), mostraban mayor consumo de oxígeno que 
aquellos que se bloqueaban o degeneraban, algo que se evidenciaba a partir 
de las 4.5 horas post-descongelación. Además, si a las 6 horas post-
descongelación el embrión morfológicamente había degenerado, mostraba una 
caída brusca en el consumo de oxígeno (1.8 ± 0.5 fmol/s (n=16) a las 24 h, tal 
como muestra la figura 10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Diferencias en el consumo de oxígeno a medida que transcurre el 
tiempo de descongelación, con similares tasas de consumo tras descongelar, 
mientras que a partir de las 4.5 h post-descongelación se evidencias importantes 
diferencias entre los blastocistos evolucionados (eclosión total o parcial) y los no 
evolucionados (bloqueados o degenerados). (Yamanaka M et al. HumReprod 2011 12 3366-
71) 
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De manera indirecta este trabajo evidenciaba que una vez 
descongelados los blastocistos, podíamos realizar una mejor selección 
mediante el consumo de oxígeno, ya que morfológicamente se contraían y 
necesitábamos más horas post-descongelación para corroborar la evolución, 
mientras que mediante el consumo de oxígeno después de 3 horas de cultivo 
post-descongelación, los niveles obtenidos nos mostraban cuales iban a 
evolucionar correctamente y cuáles no, o sea, que nos podía predecir la 
viabilidad de los blastocistos al cabo de poco tiempo tras su descongelación. 
 Existen trabajos en la literatura acerca de la calidad de los ovocitos 
condicionada por los protocolos de estimulación ovocitaria. Estos trabajos 
muestran como la calidad de los ovocitos (y por tanto de los embriones) 
resultaría subóptima cuando se llevan a cabo estimulaciones más agresivas o 
inadecuadas (90-92), por tanto, será de esperar que diferentes regímenes de 
estimulación afectarían a la calidad de los óvulos, y por tanto, con diferencias 
en el consumo de oxígeno. 
En la misma línea, también se ha publicado mucho respecto a los 
diferentes dimorfismos ovocitarios y su posible repercusión en el resultado final 
reproductivo (93-100). En este caso existe mucha controversia respecto al 
impacto de la morfología del ovocito en el desarrollo embrionario, por lo que 
una forma de hacer una evaluación más objetiva de la morfología ovocitaria, 
sería averiguando si existe un consumo de oxígeno diferente según la 
morfología del ovocito. 
De la misma manera, está publicado que aquellos ovocitos que 
presentan una adecuada carga mitocondrial presentarán una correcta 
fecundación y un buen desarrollo embrionario (81)(65, 66, 68, 86, 101-103) 
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(104), también nos hace pensar que aquellos ovocitos que presenten una 
correcta fecundación y un buen desarrollo embrionario, tendrán consumos de 
oxígeno diferentes y mayores (debido a la mayor actividad mitocondrial al 
penetrar el espermatozoide), que aquellos que no fecunden correctamente o 
bien que fecunden correctamente y den lugar a embriones de peor desarrollo. 
Hasta ahora se había publicado en la literatura diferente consumo de 
oxígeno dependiendo del estadío y calidad del embrión, pero en ratones y 
bovinos (76, 79, 80, 105, 106), no en humanos. Por esto, hemos querido 
comprobar si en humanos también pasa lo mismo, esperando un consumo de 
oxígeno diferente según el estadío evolutivo del embrión, y la calidad de los 
mismos. 
Cabe esperar un mayor consumo de oxígeno justo en el momento de la 
primera división embrionaria, debido a una mayor demanda energética 
requerida para completar la división celular y completar así el primer ciclo 
celular, tal y como está publicado en bovinos (82), por lo que también hemos 
medido este parámetro justo en el momento de la citocinesis, esperando un 
mayor consumo. 
Por último, se ha descrito que aquellos embriones que implantan, dando 
lugar a embarazo evolutivo, presentan un perfil metabolómico distinto que 
aquellos que no logran implantar y por tanto no dan lugar a gestación evolutiva 
(107)(86, 103, 108-110). Por tanto, cabo esperar que aquellos embriones que 
implantan y dan lugar a embarazo evolutivo tendrán consumos de oxígeno 
diferentes de aquellos que no lo logran. 
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Por todo esto expuesto anteriormente, nuestro estudio se centrará en el 
consumo de oxígeno de los ovocitos y embriones en diferentes situaciones: 
 
 
2.1 OBJETIVO GENERAL: 
        1. Evaluar la relación entre el consumo de oxígeno del embrión y el 
éxito reproductivo 
 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
1. Determinar si la estimulación ovárica y la morfología ovocitaria 
afectan al consumo de oxígeno 
2. Analizar si existen diferencias en el consumo de oxígeno de los 
ovocitos que dan lugar a zigotos correctamente fecundados y con 
evolución favorable, comparada con aquellos que presentan una 
fecundación nula. 
3. Determinar si existe variación en la tasa de consumo de oxígeno 
en los diferentes estadíos embrionarios y en función  de la evolución final 
del embrión. 
4. Determinar el consumo de oxígeno antes y después de la 
citocinesis. 
5. Determinar el consumo de oxígeno según el ritmo de división 
embrionario. 
6. Determinar los niveles de consumo de oxígeno en los embriones 
que implantan, dando lugar a embarazo, y compararlo con los que no 
implantan. 
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Basándonos en trabajos acerca de la calidad ovocitaria en función de los 
diferentes protocolos de estimulación y en conocimientos previos acerca del 
consumo de oxígeno en diferentes modelos animales dependiendo del estadío 
y la calidad de los embriones, nos hemos planteado varias hipótesis de partida 
en el presente trabajo: 
Hipótesis objetivo específico número 1: 
Dependiendo del protocolo de estimulación utilizado, y de la morfología 
resultante ovocitaria, existirán diferencias en el consumo de oxígeno de los 
ovocitos.  
Hipótesis objetivo específico número 2: 
Existirá un mayor consumo de oxígeno en aquellos ovocitos con mayor 
probabilidad de ser fecundados, que dan lugar a mejores embriones y con 
opción de implantar, comparados con aquellos ovocitos sin fecundar.  
Hipótesis objetivo específico número 3: 
Dependiendo de la evolución y del estadío de desarrollo embrionario, la 
necesidad energética es distinta, por lo tanto, cabe esperar un consumo de 
oxígeno diferente según el estadío, la calidad y su evolución final. 
Hipótesis objetivo específico número 4: 
Existencia de un mayor consumo de oxígeno en la primera división 
embrionaria, como consecuencia de la alta demanda energética debido al inicio 
del segundo ciclo celular. 
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Hipótesis objetivo específico número 5: 
Si el ritmo de desarrollo embrionario es adecuado u óptimo, el consumo 
de oxígeno será diferente de aquellos embriones con ritmos inadecuados o 
fuera de los rangos óptimos de división. 
 
Hipótesis objetivo específico número 6: 
Aquellos embriones que den lugar a embarazo, y por tanto que 
implanten, tendrán un consumo de oxígeno mayor (mayor demanda 
energética). 
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4.1DISEÑO: 
El comité ético de investigación clínica del IVI Valencia aprobó el estudio 
planteado. Este proyecto cumple las leyes gubernamentales españolas de 
tecnología de Reproducción asistida (14/2006). 
La población sujeta a estudio estará formada tanto por donantes de 
óvulos pertenecientes al programa de donación de ovocitos del IVI (111, 112), 
(en los que se llevará a cabo el análisis del consumo de oxígeno), como las 
receptoras de estos óvulos (que recibirán los embriones originados a partir de 
estos óvulos). 
De forma general hay una serie de procedimientos que comparten 
ambas fases de estudio (tanto la fase de consumo de oxígeno ovocitario como 
la fase de consumo de oxígeno embrionaria), que paso a explicar 
detalladamente: 
 
 4.1.1 Donantes de ovocitos: 
  
 Los criterios de inclusión de las donantes en el programa están basados 
en su historia, evaluación clínica y pruebas de laboratorio. Básicamente fueron: 
ciclos de menstruación normal de 26-34 días de duración, edad entre 18-35 
años (según la legislación actual), peso de la paciente que  no afecte a las 
tasas de gestación o implantación (índice de masa corporal entre 18-28 
Kg/m2))(113), y no tratamientos endocrinos en los 3 meses previos al estudio. 
Todas las donantes fueron testadas para HIV, citomegalovirus, hepatitis B y C, 
y screening del cariotipo (111). 
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Todas las donantes de ovocitos fueron informadas respecto al 
tratamiento de fecundación in vitro, posibles complicaciones, y aspectos legales 
de la donación de ovocitos. Las que estaban de acuerdo, firmaron el debido 
consentimiento informado y formaron parte del programa de donación de 
ovocitos. 
 
 4.1.2 Receptoras de ovocitos: 
 
Se llevó a cabo una selección controlada de pacientes receptoras de 
ovocitos donados, quedando fuera del estudio aquellas que cumpliera alguno 
de los criterios de exclusión: endometriosis, hidrosalpinx, índice de masa 
corporal mayor de 30, alguna patología uterina (mioma, adenomiosis, 
endocrionopatología, trombofilias, patología crónica, anormalidades uterinas 
congénitas o adquiridas), pérdida recurrente de embarazo, edad de la madre 
avanzada (mayor de 45 años) o factor masculino severo (menor de 5 millones 
de totales móviles progresivos en el eyaculado). Todas las receptoras de 
ovocitos fueron informadas respecto al tratamiento de fecundación in vitro, 
posibles complicaciones. Las que estaban de acuerdo, firmaron el debido 
consentimiento informado y formaron parte del programa de receptoras de 
ovocitos. 
 La donación de ovocitos es un procedimiento (también basado en la FIV) 
originariamente desarrollado para la consecución del embarazo en mujeres sin 
función ovárica (menopausia precoz natural). Sin embargo, y gracias en parte a 
sus excelentes resultados, las indicaciones se han ido ampliando a lo largo de 
los años, incluyendo mujeres que sin ser menopáusicas presentan una reserva 
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ovárica limitada o han fracasado en múltiples intentos de reproducción asistida 
con sus propios gametos (114). Las principales indicaciones de la donación de 
ovocitos son el fallo ovárico, la menopausia, las disgenesia gonadal, fallo 
repetido de FIV de causa ovocitaria y baja reserva funcional ovárica (114). 
En nuestro estudio las receptoras de estos ovocitos eran pacientes que, 
cumpliendo los criterios de inclusión, habían acudido al centro para un 
tratamiento de infertilidad, y el ginecólogo, tras revisión de la historia clínica, 
exploración, ecografía y test hormonal, había considerado que la única opción 
para conseguir embarazo, era someterse a un tratamiento de donación de 
óvulos. 
Paralelamente a la estimulación de las donantes se llevó a cabo la 
preparación endometrial de las receptoras de los óvulos, tal y como paso a 
describir a continuación: 
 
Preparación endometrial de las receptoras 
  El protocolo usado para la preparación endometrial de las receptoras 
ha sido publicado anteriormente (115-118).  
Las pacientes con función ovárica activa fueron desensibilizadas con 
una única administración intramuscular de triptorelina 3.75 mg "depto." 
(Decapeptyl 3.75 mg; Ipsen-Pharma, Barcelona, Spain) administrada entre 18-
21 días del ciclo previo. La sustitución de estrógenos fue iniciada en el día 3-5 
del nuevo ciclo de menstruación, después de confirmar la quiescencia ovárica y 
un determinado grosor endometrial mediante ecografía transvaginal. 
Se administró (vía oral) valeraniato de Estradiol, la cantidad administrada es de 
2 mg/día (Progynova; Schering, Madrid, Spain) durante los 8 primeros días, 
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incrementándose a 4 mg/día durante los 3 días posteriores, finalmente se 
aumentó la dosis a 6 mg/día hasta el momento del test de embarazo. El grosor 
del endometrio ha sido considerado como un importante factor pronóstico para 
el resultado del tratamiento. En ciclos de donación de ovocitos se ha observado  
una correlación entre el grosor endometrial y el resultado del ciclo 
(119)(120)(121). En algunos laboratorios, la suplementación con progesterona 
no se empieza si la línea endometrial es más fina de 9 mm o más gruesa de 12 
mm (122). En nuestra experiencia el grosor endometrial no es un factor 
determinante en el pronóstico del ciclo. Incluso  endometrios finos (<7 mm) 
tienen buenas tasas de gestación e implantación, sin ningún incremento en la 
tasa de aborto (118). Únicamente el ciclo se canceló en casos de sangrado 
vaginal de la receptora durante la administración del valeraniato de estradiol 
(30). Una vez comprobada la fecundación, las pacientes iniciaron la 
administración de progesterona (P) intravaginal micronizada (Progeffik, 
Laboratories Effik S.A., Madrid, Spain), con una dosis diaria de 800 mg/día, 
continuando con esta dosis al menos hasta el resultado del embarazo (123). 
Cuando el test de embarazo fue positivo, la administración de valerianato de 
estradiol  y de P micronizada continuó hasta 80 días después del test de 
embarazo. 
Todos los experimentos del análisis del consumo de oxígeno fueron 
llevados a cabo mediante el EmbryoScope™Versión C (UnisenseFertiliTech, 
Aarhus, Denmark), que paso a describir detalladamente: 
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4.1.3 El EmbryoScope Versión C (ESC) 
 
El ESC es un incubador de nueva generación con control de la 
temperatura y gas. Consta de un microsensor, que facilita la medición 
automática del consumo de oxígeno del ovocito o embrión, basado en el 
principio de respirometría (Figura 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Esquema del incubador EmbryoScope versión C, con la imagen 
ampliada del microsensor, mediante el cual se mide la tasa de oxígeno consumida. 
(www.unisense.com) 
 
El microsensor es un sensor de oxígeno electroquímico tipo Clark 
(OX50, con diámetro de entre 40–60 mm; UnisenseFertiliTech A/S, Aarhus, 
Denmark), capaz de llevar a cabo la medición sin alterar la rutina de 
laboratorio, con una duración aproximada por medición de 90 segundos por 
pocillo. El incubador además del microsensor incluye un sistema de imagen 
(CCD cámara 1280 x 1024 pixel), y un microscopio que  consta de una lente 
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modificada de contraste Hoffman con un objetivo 20 x (Leica), proporcionando 
una alta sensibilidad y resolución para la longitud de onda del rojo (3 pixel/µm). 
El sistema de imagen usa luz roja de baja intensidad (650 nm) a partir de un 
sistema LED con tiempos de iluminación cortos de  30 ms por imagen, y así 
obtener imágenes de embriones en desarrollo durante los días del cultivo. 
Como consecuencia se obtiene una imagen por pocillo en menos de 10 
segundos, incluyendo el enfoque previo. Las imágenes obtenidas mediante el 
sistema de time-lapse que incluye el ESC, fueron consideradas para la última 
parte del estudio, centrándonos en el consumo de oxígeno para esta primera 
parte, y considerando las imágenes para la parte final. 
 
4.1.4 Medición del consumo de oxígeno 
 
La técnica de medición es bastante sensible y segura, permitiendo  
mediciones exactas con márgenes de error de 0.05 ni/h-1 (=0.6 x 10-15 mol s-1). 
La técnica empleada la describió Lopes et al en su artículo (80). Respecto a la 
seguridad de la técnica  ha sido descrito y publicado su uso clínico en ovocitos 
humanos, mostrando buenas condiciones de cultivo al tener la misma tasa de 
fecundación cuando cultivamos ovocitos en el ESC o en un incubador 
convencional (124), mostrando resultados clínicos de embarazo similares que 
aquellos obtenidos en el programa de donación de ovocitos (125). 
 Brevemente, el ovocito se coloca en el fondo del micropocillo (0.5 mm 
diámetro y  1.5 mm profundidad) en la placa del ESC (EmbryoSlide ™). A 
medida que el ovocito o embrión consume oxígeno, la concentración de éste en 
el fondo del pocillo se va reduciendo, estableciéndose un gradiente de 
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concentración de oxígeno lineal desde el fondo hasta la superficie del pocillo. 
Este gradiente generado dentro del pocillo es medido por el sensor de oxígeno 
y como resultado la tasa de consumo de oxígeno puede ser estimada según la 
ley de difusión de FICK, multiplicando una constante (Coeficiente de difusión 
molecular O2: 3.379 x 10-5 cm
2/s a 37ºC y 9% salinidad), por el área 
transversal del pocillo (0.25 mm2), según la fórmula descrita en la figura 12: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Descripción del cálculo del consumo de oxígeno, teniendo en cuenta la 
constante (A), la profundidad del pocillo (∆C/∆x) y el diámetro (D). 
(www.unisense.com) 
 
La tasa de oxígeno puede ser calculada en nanolitros por hora (nl/h) o 
en fentomoles por segundo (fmol/s), en nuestro caso fue calculada y expresada 
en fmol/s, usando una solubilidad de O2 en el medio de 200.4 μmol/L a 37ºC y  
9% salinidad. El hecho de que el pocillo sea tan estrecho evita cálculos 
erróneos de la tasa de consumo de oxígeno, ya que esta estrechez afecta 
directamente a la seguridad de los cálculos de difusión. El diseño de la placa 
hace que sea impermeable al intercambio gaseoso, y el microelectrodo de O2 
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es recalibrado de forma automática al comienzo de cada nuevo ciclo de 
medición.  
Antes de iniciar cada medición del consumo de oxígeno, se realizó una 
calibración del sensor. Ésta fue llevada a cabo introduciendo el microsensor  en 
4 soluciones de una placa NUNC de calibración: solución 1—HCl (0.1 M, pH 1) 
y detergente (2% ES 7X-PF, MP BioMedicals, Irvine, CA, USA), para el lavado 
del sensor; solución 2—solución alcalina de ascorbato sódico (0.1 M de 
ascorbato sódico y 0.1 M NaOH), para calibración al 0% de O2; solución 3—
solución salina a pH 7.2(PBS), para nuevo lavado del microsensor; solución 
4—medio de cultivo, el mismo usado para el cultivo embrionario en la placa  
EmbryoSlideTM, para calibración al 19% O2. La calibración del ESC fue 
llevada a cabo mediante la introducción del microsensor de manera continua en 
las 4 soluciones y así tomar valores de referencia correspondientes al 0 y al 
19% de O2. El tiempo requerido para llevar a cabo la medición del consumo de 
oxígeno no excedía de 30 minutos. 
El análisis de los ovocitos MII se llevó a cabo en las placas del ESC 
(EmbryoSlide Unisense FertiliTech, Aarhus Denmark), preparadas 
previamente durante un mínimo de 4 horas y así asegurar el pre-equilibrado a 
37°C y a 5.0% CO2 atmosférico. Después del preequilibrio de las placas, 
algunas burbujas aparecieron en los pocillos como consecuencia de la 
diferencia de temperatura entre el medio de cultivo, aceite de la nevera y los 
37ºC del incubador donde se gasean las placas durante las 4 horas previas, de 
modo, que  todas las burbujas aparecidas fueron eliminadas antes de colocar 
los ovocitos. La eliminación de las burbujas es absolutamente necesaria, 
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primero para evitar mediciones erróneas, y en segundo lugar, para evitar 
imágenes alteradas o distorsionadas. 
Las placas constan de una depresión central, conteniendo 12 pocillos de 
columnas cilíndricas, cada uno de ellas con 20 µL de medio QACM (Quinn’s 
Advantage Cleavage medium), todos ellos cubiertos con una capa de 1.2 ml de 
aceite mineral para evitar la evaporación del medio de cultivo.  
Además para cada placa del ESC se pusieron 2 pocillos sin ovocitos, 
únicamente con medio de cultivo, para así obtener 2 valores de control 
negativo y poder corregir mediciones erróneas captadas por el sensor, y 
compararlas con los valores del grupo de estudio. 
 
4.1.5 Obtención de los ovocitos 
 
La punción folicular se llevó a cabo 36 horas después de  administrar la 
hCG para completar la maduración ovocitaria. Se realizó bajo sedación, 
mediante ecografía guiada, y en un quirófano contiguo al laboratorio de FIV, 
con el fin de que el traslado de los tubos al laboratorio fuera lo más rápido 
posible. Los tubos con el líquido folicular se mantuvieron a 37ª C mediante 
bloques térmicos calefactados. Una vez en el laboratorio se siguen los 
siguientes pasos: 
 Verter el líquido folicular sobre las placas petri precalentadas. 
 Buscar los ovocitos mediante inspección directa del líquido de la 
punción, siempre con el objetivo de menor aumento (8-10X), con el fin 
de obtener un mayor campo visual. 
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 Una vez localizado el ovocito, aspirar un poco de medio tamponado con 
una pipeta Pasteur, recoger el ovocito y depositarlo en una placa de 
lavado. 
 Si el ovocito se encuentra adherido a un coágulo de sangre, proceder a 
eliminarlo con la ayuda de agujas y jeringas de insulina. 
 
4.1.6 Decumulación de los ovocitos 
 
Para ambos casos la metodología de trabajo fue la misma: una vez 
obtenidos los ovocitos tras la aspiración folicular, los complejos corona-cúmulo-
ovocito fueron lavados en medio QAM: Quinn´s Advantage medium (SAGE, 
Rome, Italy). Después del lavado, los ovocitos rodeados de las células de la 
granulosa, fueron cultivados en medio QAFM: Quinn´s Advantage Fertilization 
medium (Sage Rome, Italy) al 5.2% CO2 y 37ºC durante 3-4 horas, antes del 
proceso de decumulación. La decumulación de las células de la granulosa 
consiste en la eliminación de las células de alrededor del ovocito mediante 
acción mecánica ayudados por una enzima. Ésta fue llevada a cabo mediante 
pipeteado en medio QAFM diluido al 50% con la enzima hialuronidasa 40 IU/ml. 
La decumulación de los ovocitos es necesaria por 2 cosas: primero para 
comprobar el grado de madurez de éstos, y segundo, para llevar a cabo la 
microinyección, es decir, para poder sujetar al ovocito e inyectar el 
espermatozoide. 
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4.1.7 Microinyección ovocitaria: 
 
En todos los casos se llevó a cabo la inseminación de los ovocitos 
mediante la técnica ICSI (126) (127), que consiste en la microinyección de un 
espermatozoide en el interior de un ovocito previamente decumulado, ya que 
técnicamente sería imposible medir el consumo de oxígeno de los mismos sin 
decumular, es decir, con la corona de células de la granulosa no habría espacio 
físico para introducir el ovocito en el pocillo, y, por otro lado, el análisis del 
consumo de oxígeno sería generado a partir de 2 tipos de células; el ovocito y 
las células de la granulosa, siendo imposible diferenciar la procedencia. 
 
4.1.8 Fecundación 
 
La fecundación de los ovocitos viene determinada por una correcta 
activación ovocitaria, produciéndose una serie de eventos necesarios para el 
correcto desarrollo embrionario: incremento en los niveles de calcio intracelular, 
la exocitosis de los gránulos corticales para prevenir la polispermia, extrusión 
del segundo corpúsculo polar (culminándose la 2ª meiosis) y la aparición de los 
pronúcleos (paterno y materno), con la consecuente replicación del ADN y la 
primera división mitótica. A la hora de visualizar esta correcta fecundación 
tenemos que diferenciar los 2 corpúsculos polares y los 2 pronúcleos, tal y 
como muestra la figura 13: 
 
 
 
Material y métodos 
______________________________________________________________________ 
 59 
Figura 13: Zigoto humano mostrando la  correcta fecundación de un ovocito: con 
el círculo rojo rodeando los 2 pronúcleos materno y paterno, y con el círculo azul 
rodeando los 2 corpúsculos polares, confirmando la culminación de la 2ª meiosis. 
 
4.1.9 Cultivo y evaluación embrionaria 
 
Los embriones fueron cultivados en medio de cultivo QACM 
suplementado con un 10% de proteína (HSA Sage in Vitro Fertilization) hasta el 
día de la transferencia (aproximadamente 72 horas post-ICSI), momento en el 
cual fueron seleccionados para la transferencia basándonos en los criterios 
morfológicos. La morfología embrionaria fue evaluada tanto en día 2 de 
evolución (48 h después del ICSI), como en día 3 (69 h post ICSI), teniendo en 
cuenta el número, la simetría, y la granulosidad de las células, tipo y porcentaje 
de fragmentación, presencia de células multinucleadas, y grado de 
compactación, parámetros descritos previamente (53). 
Los embriones eran considerados como embriones de buena calidad si 
cumplían las siguientes características: no presencia de células multinucleadas, 
presencia de entre 2-5 células en día 2 de evolución, y entre 6-10 células en 
día 3, todas ellas simétricas o ligeramente asimétricas. Por último respecto al 
volumen de fragmentos, deben ocupar un porcentaje inferior al 15%. Cuando el 
embrión no cumplía una o más de las características arriba señaladas era 
considerado como un embrión de subóptima calidad. 
Análisis Estadístico: 
La mayor parte de las medias de las tasas de consumo de oxígeno por 
ovocito siguieron una distribución normal. Fueron analizadas con test de 
Student o ANOVA y test bonferroni cuando se tuvo en cuenta grupos múltiples. 
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El análisis de regresión logística fue empleado para analizar el efecto de la tasa 
de consumo de oxígeno en la fecundación de los ovocitos. 
Los análisis estadísticos se realizaron con el Statistical Package for the 
Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La significancia estadística fue 
definida en p<0,05. 
 
4.2 Ovocitos 
En la primera fase se llevó a cabo un estudio observacional de cohortes 
de manera prospectiva en el que se analizó el consumo de oxígeno de los 
ovocitos. 
En esta primera fase se llevó a cabo la medición del consumo de 
oxígeno, correlacionándolo con parámetros de estimulación (dosis administrada 
de gonadotrofinas, días de duración de la estimulación y estradiol alcanzado 
pre-hCG). A su vez, también se correlacionó este consumo de oxígeno con 
parámetros de laboratorio (morfología ovocitaria, fecundación, calidad de los 
embriones resultantes e implantación de los embriones resultantes). Para esta 
fase del estudio (fase I), se incluyó un total de 395 ovocitos, obtenidos a partir 
de 56 ciclos de donación de ovocitos, entre enero y mayo del 2010. De los 395 
ovocitos, obtuvimos un total de 349 maduros (metafase II), usando los mismos 
medios de cultivo usados en un cultivo convencional. 
Lo primero que paso a describir es la estimulación ovárica de las 
donantes de esta primera fase (que difiere de la segunda fase): 
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4.2.1 Estimulación ovárica de las donantes de ovocitos 
  
 Todas las donantes fueron sometidas a un protocolo largo de  
desensibilización hipofisaria con dosis diaria de agonistas de la GnRH (GnRH-
a) (Procrin ®; Abbott, Madrid, Spain). Tras la desensibilización el recuento 
mínimo de folículos antrales en el primer día de la administración de 
gonadotrofinas debía ser como mínimo 12 (128).  
Para llevar a cabo la estimulación ovárica controlada nos basamos en el 
mismo protocolo usado por este grupo (30). Brevemente, las  donantes fueron 
agrupadas con 3 protocolos de estimulación usando distintos tipos de 
gonadotrofinas; grupo 1 (n=14), 225 IU de rFSH (Gonal-f; Merck Serono, 
Madrid, Spain); grupo 2 (n=28), 225 IU de HP-hMG (Menopur; Ferring 
Pharmaceuticals, Madrid, Spain); grupo 3 (n=14), 150 IU de rFSH (Gonal-f; 
Merck Serono) plus 75 IU HP-hMG (Menopur; Ferring). Cuando había 3 o más 
folículos con un tamaño de 18 mm de diámetro se administró la hCG 
(Ovitrelle®, 250 µg; Serono, Madrid, Spain), y la aspiración folicular se llevó a 
cabo 36 horas más tarde. Los niveles de estradiol y progesterona se midieron 
el día de administración de la hCG, para controlar posibles ovulaciones o 
caídas de estradiol, que pudieran afectar negativamente al resultado del ciclo. 
 Tras la obtención de los ovocitos, se llevó a cabo la decumulación de las 
células de la granulosa a las 3 horas post-punción. 
Tras la decumulación de las células de la granulosa y comprobar el 
grado de madurez, aquellos que habían completado la metafase de la primera 
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meiosis (han madurado y se encuentran en estadío metafase II) se colocan en 
el Embryoscope versión C (ESC) para medir el consumo de oxígeno. 
Justo antes de llevar a cabo el  análisis del consumo de oxígeno, éstos 
fueron agrupados según la morfología en 7 categorías, para después averiguar 
posibles diferencias en el consumo según la variabilidad de la morfología  
ovocitaria, tal y como describo detalladamente: 
 
4.2.2 Evaluación morfológica ovocitaria 
 
Los fenotipos ovocitarios fueron agrupados en 7 categorías morfológicas 
basadas en categorías anteriormente descritas por Van Blerkom y Alikani 
(129)(130).  Éstas se agrupaban en: ovocitos normales (N): con citoplasma 
homogéneo o ligeramente granuloso, con corpúsculo polar no fragmentado y 
de tamaño normal, y sin demasiado espacio perivitelino; ovocitos granulosos 
(GR): ovocitos con citoplasma de aspecto granuloso; ovocitos clúster (Clust): 
ovocitos con área central muy granulosa tipo clúster; ovocitos refráctiles (R/B): 
ovocitos con presencia de cuerpos necróticos o refráctiles; ovocitos con 
espacio perivitelino agrandado (LPS): ovocitos con gran espacio perivitelino 
entre la membrana y la zona pelúcida; ovocitos  con corpúsculo polar 
fragmentado (CPf): Ovocitos con el corpúsculo polar no íntegro. 
 
 
 
 
 
Material y métodos 
______________________________________________________________________ 
 63 
 
4.2.3 Medición del consumo de oxígeno ovocitario 
 
La medición del consumo de oxígeno de cada ovocito metafase II duró 
aproximadamente una hora, con una media de 2-3 mediciones/hora, llevándose 
a cabo las mediciones con intervalos consecutivos de 20 minutos para el 
mismo ovocito. 
Tras finalizar la medición del consumo de oxígeno, los ovocitos fueron 
de nuevo sacados del ESC y se llevó a cabo la inseminación mediante la 
técnica ICSI descrita previamente, con semen de la pareja.  
Todos los ovocitos cultivados en el ESC se mantuvieron separados para 
hacer el seguimiento y saber su destino final. Después de ser inseminados, 
fueron de nuevo colocados en el incubador convencional, para continuar su 
desarrollo embrionario hasta el momento de la transferencia embrionaria, al 
igual que el resto de pacientes. 
Al igual que en el resto de pacientes, en esta primera fase, a las 16-19 
horas post-ICSI se llevo a cabo la valoración de la fecundación de los ovocitos, 
y aquellos que habían sido fecundados correctamente  se colocaron en placas 
con nuevas gotas de medio de cultivo nuevo de 50 µl de QACM, para continuar 
su desarrollo hasta el día de la transferencia embrionaria. 
La morfología embrionaria fue evaluada en un microscopio invertido con 
placa calefactada de la casa comercial Olympus, en unos tiempos 
preestablecidos, que sabemos nos dan la máxima información posible acerca 
del buen desarrollo del embrión (42-44 horas post inseminación para valorar los 
embriones en día 2 de evaluación y 62-64 horas en día 3), teniendo en cuenta 
los parámetros morfológicos descritos anteriormente para la determinación de 
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la calidad embrionaria. La selección embrionaria se llevo a cabo en día 3, 
usando los criterios anteriormente citados (131, 132). A la hora de seleccionar 
los embriones no tuvimos en cuenta el consumo de oxígeno de los ovocitos, 
seleccionando los embriones considerando exclusivamente la morfología, 
independientemente de los niveles de O2 consumido.  
 
4.2.4 Embriones  transferidos 
 
El total de embriones transferidos en esta primera fase  fue de 279, 
siempre transferidos en día 3 de evolución. 
Para analizar la implantación embrionaria en función del consumo de 
oxígeno de los ovocitos que habían dado lugar a esos embriones, se analizaron 
un total de 54 de los 279 totales, que fue en los que sabíamos exactamente la 
implantación final: o bien 100% de implantación (cuando el número de sacos 
gestacionales coincidía con el número de embriones transferidos o bien, 
cuando no se había producido implantación, 0% implantación). 
En la mayoría de las transferencias embrionarias se transfirieron 2 
embriones, solo en casos de indicación ginecológica o por decisión propia se 
transfirió un único embrión. El valor de laβ-hCG fue determinado 13 días 
después de la transferencia embrionaria. El embarazo clínico fue confirmado 
cuando se visualizó saco gestacional con latido cardiaco a las 5-6 semanas 
después de la extracción de los ovocitos. 
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4.3 Embriones 
En esta segunda parte del estudio (fase II) se llevó a cabo un estudio 
retrospectivo observacional en un total de 575 ovocitos microinyectados en 56 
ciclos de donación de ovocitos, con transferencia embrionaria siempre en d3 de 
evolución. Para cada embrión, el ESC proporcionó la media de consumo de 
oxígeno durante todo el desarrollo embrionario, con valores máximos y 
mínimos de consumo, realizándose mediciones de la tasa de consumo de 
oxígeno embrionario, y analizando este consumo desde el momento de la 
microinyección espermática hasta el momento de la transferencia de los 
embriones. Una vez realizada la microinyección espermática se colocaron los 
ovocitos inseminados en el incubador ESC, y se midió el consumo de oxígeno 
durante los tres días de desarrollo (entre 68-72 horas post-ICSI), momento en 
el cual se sacaron del incubador y se seleccionaron los embriones en base a 
los criterios morfológicos convencionales para llevar a cabo la transferencia de 
éstos. Posteriormente se correlacionó el consumo de oxígeno con estadío de 
desarrollo, evolución y calidad del embrión. También se analizó si existían 
diferencias en el consumo antes y después de la primera división embrionaria 
(citocinesis) y en función del ritmo de división celular. 
Finalmente se correlacionó el consumo de oxígeno con la tasa de 
gestación e implantación de los embriones. 
Se usó el mismo incubador (EmbryoScope™, Versión C, Unisense 
FertiliTech, Aarhus, Denmark: ESC), con el mismo tipo de microsensor). A 
diferencia de la fase I, en esta segunda fase el número de mediciones 
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analizado es mucho mayor, ya que se realizaron mediciones durante 3 días 
consecutivos sin interrupciones. 
 
4.3.1 Estimulación ovárica de las donantes  
 
La parte de la estimulación ovárica fue distinta; en la primera parte se 
usaron 3 protocolos de estimulación diferentes, mientras que en esta segunda 
se usó un único protocolo de estimulación estándar, ya que en esta parte del 
estudio se trataba de analizar el consumo de oxígeno embrionario, mientras 
que en la primera se trataba de averiguar si existía correlación alguna entre el 
tipo de protocolo de estimulación usado en las donantes y la tasa de consumo 
de oxígeno en los ovocitos. Para llevar a cabo la hiperestimulación ovárica 
controlada (COH) se usó un único protocolo mediante agonistas de la GnRH, 
siendo descrito anteriormente(126). Brevemente, las donantes comenzaron la 
administración de 0.1 mg de agonista (Procrin®; Abbott, Madrid, Spain) en la 
fase lútea del ciclo previo, hasta comprobar mediante ecografía transvaginal la 
quiescencia ovárica (inactividad). Tras esto, la dosis de agonista disminuyó a 
0.05 mg hasta la administración de la hCG. La administración de 
gonadotrofinas comenzó con una dosis de 150 a 225 IU/día de FSH (Gonal-F®; 
Serono, Madrid, Spain; o Puregón®; Organón, Madrid, Spain) y/o gonadotrofina 
menopáusica humana (Menopur®; Ferring Pharmaceuticals, Madrid, Spain) 
entre 2-5 días del ciclo. La dosis administrada variaba dependiendo de la edad, 
índice de masa corporal, y respuesta previa en un ciclo anterior, ajustándose 
según el estradiol sérico obtenido.  
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La aspiración folicular de los óvulos de las donantes, la preparación 
endometrial de las receptoras de los óvulos, la técnica de decumulación de los 
ovocitos y la técnica de inseminación (microinyección) fue igual que en la 
primera fase. 
Una vez obtenidos los ovocitos (a diferencia de la primera fase), la 
incubación de los éstos previa a la decumulación fue de 1 hora más en esta 
segunda fase (4 horas), ya que en la fase previa necesitábamos hacerlo a las 3 
horas para medir el consumo durante 1 hora y así completar las 4 horas de 
incubación necesarias antes de ponerse a trabajar y decumular los ovocitos. 
Tras la decumulación se procedió a la microinyección de la misma forma que 
en la faseI. Después de microinyectar los ovocitos, éstos fueron lavados en 
medio QACM, y colocados en los pocillos de la placa del ESC. 
Durante los 3 días de cultivo embrionario (72 horas aproximadamente) 
se llevaron a cabo mediciones del consumo de oxígeno de forma continua e 
individual para cada embrión, con el correspondiente recalibrado del 
microsensor antes de cada nueva medición. Al igual que en la primera fase del 
estudio, ésta se llevó a cabo en las 4 soluciones ya descritas en el apartado 
anterior. 
La valoración de la fecundación de los ovocitos fue llevada a cabo a la 
misma hora que en la fase previa (entre las 16-19 horas post-inseminación), y 
teniendo en cuenta los mismos criterios a la hora de valorar una correcta 
fecundación. Pero, a diferencia de la anterior fase, en esta 2ª fase los zigotos 
fueron valorados dentro del ESC, observando las imágenes proporcionadas por 
el embryoscope. 
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La morfología embrionaria también fue evaluada dentro del ESC, 
teniendo en cuenta las imágenes obtenidas mediante el sistema time-lapse. Al 
igual que en la primera parte del estudio se tuvo en cuenta todos los 
parámetros morfológicos para la determinación de la calidad embrionaria, tanto 
en día 2 como en día 3 de evolución. La selección embrionaria se llevo a cabo 
en día 3, teniendo en cuenta las características morfológicas observadas, y 
usando los mismos criterios. Tampoco tuvimos en cuenta el consumo de 
oxígeno a la hora de seleccionar los embriones. 
 
4.3.2 Medición del consumo de oxígeno embrionario 
 
Al igual que en la primera parte del estudio los análisis del consumo de 
oxígeno se realizaron con el mismo tipo de sensor, y en las mismas 
condiciones, generándose también un gradiente lineal desde la base del pocillo 
donde se encuentra el embrión hasta la superficie, llevándose a cabo las 
mediciones con los mismos intervalos. En este caso tanto el total de 
mediciones obtenidas, como la media de mediciones obtenida por embrión fue 
mucho mayor, debido a un periodo mucho más largo de cultivo embrionario. 
Durante el tiempo del cultivo embrionario (entre 68 y 72h), se llevaron a cabo 
un total de 85 mediciones para cada embrión (con 2-3 mediciones/hora de 
media), y con un total de 47.741mediciones. 
Del mismo modo que en la fase previa se usaron 2 pocillos como control 
negativo, donde los pocillos solo contenían medio de cultivo sin embriones. 
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4.3.2.1 Consumo de oxígeno y estadío embrionario 
 
El primer paso fue averiguar el consumo de oxígeno en diferentes 
estadíos embrionarios, y para ello se analizó el consumo de los embriones en 
diferentes intervalos de tiempo, llevándose a cabo el análisis en 4 cuartiles o 
rangos de tiempo (con un número de mediciones similar para cada periodo). La 
razón de dividir el consumo total embrionario en cuartiles es porque 
técnicamente el aparato no puede realizar el análisis del consumo de oxígeno y 
tomar la foto del embrión al mismo tiempo, por lo tanto, la única forma de 
realizar el análisis del consumo de oxígeno según el estadío del embrión, es 
haciéndolo en cuartiles, donde podemos averiguar el consumo según un rango 
determinado de tiempo, y consecuentemente un estadío diferente. El periodo 
total de medición de consumo embrionario abarcaba desde la fecundación de 
los ovocitos hasta el momento de la transferencia, quedando los 4 periodos de 
tiempo agrupados de la siguiente manera: 1) desde el momento del ICSI hasta 
la formación del zigoto o aparición de los pronúcleos (<17.2 horas), 2) desde la 
formación pronuclear hasta la primera división embrionaria (17.2-35.0 horas),3) 
desde el estadío de 2 células hasta el estadío de 5 células, incluyendo la 2ª 3ª 
y 4ª división embrionaria (35.1-52.0 horas), y 4) desde  el estadío de 5 células 
hasta el momento de la transferencia embrionaria en 6-8 células (52-72 h 
aproximadamente). 
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4.3.2.2 Consumo de oxígeno y calidad embrionaria 
 
Mediante este análisis encuartiles también se analizó el consumo de 
oxígeno dependiendo del destino final del embrión: transferido (T), congelado 
(C) o no viable (NV), es decir, se comparó la tasa de consumo de oxígeno de 
los embriones en función de  la calidad de éstos, considerándose de buena 
calidad aquellos embriones que habían evolucionado favorablemente (C o T), y 
de mala calidad aquellos con mala evolución, que acababan bloqueándose o 
degenerando (NV). 
 
4.3.2.3 Consumo de oxígeno y evolución embrionaria 
 
El siguiente paso fue averiguar el consumo de oxígeno según la 
evolución del embrión fuera favorable o no; agrupando los ovocitos 
microinyectados en zigotos incorrectamente fecundados o no fecundados (NF), 
fecundados correctamente pero cuyo desarrollo terminó en embriones 
bloqueados o degenerados, considerados NV, y  embriones evolutivos que, o 
bien, fueron congelados (C) o  bien transferidos (T). 
 
4.3.2.4 Consumo de oxígeno y citocinesis 
 
Posteriormente, se correlacionó el consumo de oxígeno embrionario  con 
el momento exacto de la primera división embrionaria, analizando las tasas del 
consumo de oxígeno justo antes de la citocinesis(n=2204 mediciones), y una 
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vez producida  la primera división (n=3815 mediciones). Esto se llevó a cabo 
primero para todos los embriones, posteriormente se comparó la media entre 
los embriones de mejor y peor calidad, y finalmente se comparó nuevamente 
los valores de media entre los que daban lugar a implantación y los que no. 
 
4.3.2.5 Consumo de oxígeno y rangos óptimos de división 
 
Como ya habíamos apuntado en el apartado de objetivos, en la literatura 
había sido descrito unos rangos óptimos de división asociados a una mayor 
implantación denominados parámetros morfocinéticos embrionarios, que 
comprendían divisiones celulares desde el estadío de 2 hasta 5 células: 2 
células t2 (24.6-28.2horas post-ICSI), 3 células t3 (35.6-40.6horas) ,4 células t4 
(36.6-41.9horas) y 5 células t5 (49.5-56.7horas). Las tasas de consumo de 
oxígeno fueron analizadas en función de si los embriones cumplían o no las 
divisiones dentro de estos rangos, observando si se producían diferencias 
según alcanzaran el t2, t3, t4 o t5 fuera o dentro del rango. 
De esta forma se analizó la tasa de consumo de oxígeno dependiendo del 
momento exacto cuando se produjeron las diferentes divisiones celulares, es 
decir, según el ritmo de división embrionario. 
 
4.3.2.6 Consumo de oxígeno, embarazo e implantación 
embrionaria 
 
En la última parte del estudio, usando de nuevo el análisis en cuartiles, 
también se averiguaron los consumos de oxígeno en función del embarazo y 
de la implantación obtenida. Para correlacionar el análisis del consumo de 
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oxígeno con la gestación se comparó los niveles de consumo de oxígeno de 
aquellos embriones transferidos que dieron lugar a embarazo clínico (N=36 
embriones) con aquellos que no (N=48 embriones). Posteriormente se 
analizaron las tasas de consumo de oxígeno en función de la implantación 
embrionaria, analizando 57 embriones de los 84 transferidos, en los que 
conocíamos con total seguridad el resultado de la implantación: o bien 100% de 
implantación (N=9 embriones) o bien, cuando no se había producido 
implantación (N=48 embriones). Para llevar a cabo este análisis no 
consideramos los casos donde 2 embriones fueron transferidos, y solo resultó 
implantación de uno de ellos (N=27). Como se ha comentado, en todos los 
casos se llevaron a cabo transferencias de 2 embriones (DET) excepto en un 
caso, en el cual, por decisión de la paciente, se transfirió un único embrión. 
 
4.3.3 Transferencias embrionarias 
 
El total de embriones transferidos en esta primera fase  fue de 84, 
también siempre transferidos en día 3 de evolución. 
En el caso de tener embriones sobrantes, se congelaron mediante la 
técnica estándar de vitrificación del IVI (27) para un posible uso futuro. 
 
Análisis Estadístico 
Las medias de consumo de oxígeno por embrión y por periodo (cuartiles) 
siguieron una distribución normal. Al igual que en la primera fase del estudio las 
tasas de consumo fueron analizadas mediante test de Student o ANOVA, 
seguido de comparaciones múltiples post-hoc con la prueba de Bonferroni en 
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aquellos valores que resultaron significativamente diferentes. Mediante 
correlación de Pearson se analizó la asociación linear entre el tiempo y el 
consumo de oxígeno, estableciéndose un índice y un p valor. 
El embarazo clínico fue empleado como test predictivo del consumo de 
oxígeno con respecto a la implantación embrionaria. El análisis mediante la 
curva ROC (133) proporciona valores de entre 0.5-1 de área bajo la curva 
(AUC), pudiendo ser interpretados como un modelo de clasificación global. A la 
hora de tener en cuenta el valor predictivo del test, valores de  0.8 de AUC lo 
consideramos apropiado para la validación del test. 
Los análisis estadísticos se realizaron con el Statistical Package for the 
Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La significancia estadística fue 
definida en p<0,05. 
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Para poder llevar a cabo la inseminación de los ovocitos es necesario 
procesar paralelamente la muestra de semen, para seleccionar los mejores 
espermatozoides más aptos para la fecundación. 
 
Una vez obtenida la muestra de semen mediante masturbación se deja 
licuar durante 30 minutos antes de su procesado, tal y como se describe a 
continuación: 
4.4 Recuperación espermática 
Mediante la recuperación espermática (ó capacitación), se elimina el 
plasma seminal del eyaculado y se seleccionan los espermatozoides con mejor 
movilidad. En este estudio hemos realizado la selección espermática  mediante 
la técnica swim-up, una de las más usadas en los laboratorios de FIV. 
 
4.4.1Técnica de “SWIM-UP” 
 
Esta técnica se basa en la capacidad que tienen los espermatozoides 
con movilidad progresiva de avanzar en un medio de cultivo adecuado, también 
denominado “capacitación espermática”. 
Se coloca el eyaculado en un tubo Falcon ® (BectonDickinson, USA) de 
13 ml y se añade medio HTF/HSA enriquecido con un 5%de proteína (37°C, 
5% CO2) en proporción 1:2 ó 1:3; se centrifuga10 minutos a 600g y se decanta 
con cuidado. Una vez decantado, se le añade al pellet o sedimento entre 0,5-1 
ml de medio, dejándolo resbalar cuidadosamente por las paredes. 
Seguidamente se coloca el tubo en el incubador con 45o de inclinación 
durante 45 minutos a 37°C; allí los espermatozoides móviles migran desde el 
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pellet hacia el medio de cultivo. Por último, pasado ese tiempo, se aspira 
cuidadosamente el sobrenadante que contiene los espermatozoides móviles 
que han ascendido, tal y como muestra la Figura 14. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Esquema del proceso de selección espermática mediante 
swim-up. (dc231.4shared.com) 
 
La muestra una vez capacitada está ya preparada para llevar a cabo la  
inseminación de los ovocitos obtenidos, manteniéndose en el incubador a 37ºC 
y 5.5% de CO2 hasta el momento justo de la inseminación.
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5. RESULTADOS 
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5.1 Ovocitos: 
En la primera parte del estudio  se incluyeron un total de 56 ciclos con 
349 ovocitos analizados, llevándose a cabo un total de  1044 mediciones de la 
tasa del consumo de oxígeno.  En esta población de estudio, la media de edad 
obtenida de las donantes de ovocitos fue de   27.1 ± 4.2 años, con una media 
de dosis de gonadotrofinas administrada por ciclo de 2307 ± 582 IU. La media 
de días de estimulación fue de 10.6 ± 1.3 días (CI 95% 10.3-11.0) y la media de 
estradiol en el día de la administración de hCG fue 2775 ± 1128 IU/ml (CI 95% 
2445-3106). El número de ovocitos medio obtenido por paciente fue de 13.4 ± 
8.8. La media de consumo de oxígeno para todos los ovocitos fue de 5.41 ± 
1.234 fmol/s (CI 95% 5.02-5.83). La tasa de fecundación obtenida tras ICSI fue 
de 84.5% (CI 95% 81.3-88.5). La tasa de embarazo clínico fue 51.8% (CI 95% 
38.7-64.9), y respecto a la tasa de implantación para todos los embriones 
transferidos fue de 32.1 % (CI 95% 22.4-41.2). La tasa de aborto fue de 10.4% 
(CI 95% 0-21.5). 
Respecto a la calidad embrionaria el 64.8% (CI 95% 51.7-78.0) de los 
embriones fueron clasificados como embriones de buena calidad en día 2 y  el 
57.4% (CI 95% 43.8-71.0) en día 3 de evolución. 
 
5.1.1 Protocolos de estimulación ovárica y consumo de 
oxígeno ovocitario 
En el estudio inicial se usaron 3 tipos de protocolos de gonadotrofinas 
para las estimulaciones de las donantes, observándose diferencias 
N=86 
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significativas en la media de consumo de oxígeno entre los grupos (p<0.01), 
con una media mayor de consumo de oxígeno cuando se usó sólo FSH (5.68 
fmol/s), comparado con las estimulaciones a base de hMG (4.81fmol/s) o 
hMG+FSH (4.97fmol/s) (figura 15). 
 
 
Figura 15.Valores de consumo medio de oxígeno ovocitario en función del 
protocolo de estimulación ovárica usado en las donantes de óvulos. Aquellas 
donantes estimuladas con FSH dieron lugar a ovocitos con mayor tasas de 
respiración comparados con aquellos ovocitos procedentes de donantes 
estimuladas con hMG o con hMG+FSH. (Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23) 
 
Cuando se analizó la tasa de consumo de oxígeno en función de la dosis 
de gonadotrofinas administrada a las donantes de ovocitos, y de los niveles de 
estradiol pre- hCG para desencadenar la ovulación, se observó una correlación 
inversa entre la dosis administrada y los niveles de estradiol con respecto a la 
tasa de consumo de oxígeno, con menores niveles de consumo conforme era 
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mayor la dosis suministrada y mayor nivel de estradiol alcanzado, tal como 
muestran las figuras 16 y 17 respectivamente.   
 
Figura 16.Valores de consumo de oxígeno ovocitario que disminuyen al aumentar 
la dosis de gonadotrofinas. (Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23) 
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Figura 17. Conforme mayores son los niveles de estradiol en sangre menores son 
los valores del consumo de oxígeno obtenido.(Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23) 
 
5.1.2 Morfología ovocitaria y consumo de oxígeno 
 
Respecto a la morfología ovocitaria y el consumo de oxígeno, no 
encontramos un consumo diferente dependiendo de la morfología del ovocito, 
no viéndose afectado el consumo de oxígeno por los dimorfismos ovocitarios, 
resultando tasas similares de consumo de oxígeno entre los ovocitos con 
morfología normal, y los ovocitos con fenotipos como clúster, espacio 
perivitelino agrandado, cuerpos refráctiles o necróticos, granulosos, o con 
corpúsculo polar fragmentado (Figura 18). 
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Figura 18.Valores de consumo medio de oxígeno en función de la morfología del 
ovocito. Aquellos ovocitos considerados como normales (N) presentaban valores 
similares comparados con aquellos ovocitos con presencia de alteraciones 
morfológicas evidentes como cuerpos refringentes (RB), con enorme espacio 
perivitelino (LPS), granulosos (Gr), con clúster (Clust), con múltiples dimorfismos 
(M) o con  corpúsculo polar fragmentado (fPB). (Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23) 
 
5.1.3 Fecundación y consumo de oxígeno ovocitario 
 
Cuando medimos el consumo de oxígeno de los ovocitos antes de 
microinyectarlos y, posteriormente observamos la fecundación obtenida, 
encontramos diferencias significativas, con un mayor consumo (5.13 fmol/s) a 
favor de los que habían fecundado correctamente, por tanto, los que habían 
completado la segunda meiosis (zigotos), mientras que los no fecundados 
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tenían un menor consumo (4.7 fmol/s), con una odds ratio (OR)=1.34 (CI 95% 
1,04-1,73) (p=0.014) (Figure 19).  
 
Figura 19. Valores de consumo medio de oxígeno en función de la fecundación del 
ovocito. Aquellos ovocitos que presentaban una correcta fecundación (con 
presencia de 2 corpúsculos polares y 2 pronúcleos), y por tanto, con la culminación 
de la segunda meiosis, tenían una mayor tasa de consumo de oxígeno  que aquellos 
ovocitos que no presentaban una correcta fecundación. (Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 
618-23) 
 
El consumo de oxígeno fue aproximadamente de un 10% más para 
aquellos ovocitos inseminados que dieron lugar zigotos fecundados 
correctamente (presencia de 2 corpúsculos y 2 pronúcleos), comparados con 
los que habían fallado en la fecundación tras la inseminación. 
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5.1.4 Embriones  y consumo de oxígeno ovocitario 
 
No encontramos diferencias significativas en el consumo de oxígeno de 
los ovocitos que dieron lugar a embriones de mejor o peor calidad, tanto en día 
2 como en día 3 de evolución, aunque aquellos ovocitos que dieron lugar a 
embriones de calidad óptima presentaron una ligera mayor tasa de consumo de 
oxígeno en ambos días (5.22fmol/s en d2 y 5.11 fmol/s en d3), comparado con 
los de peor calidad (4.99 y 5.07 fmol/s, respectivamente) (figura 20). 
Figura 20.Valores de consumo medio de oxígeno ovocitario en función de la 
calidad de los embriones generados a partir de estos ovocitos. Los ovocitos que 
dieron lugar a embriones de mejor calidad (tanto en día 2 como día 3 de 
evolución), presentaron un ligero incremento en las tasas de consumo, pero sin 
diferencias significativas.(Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23) 
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5.1.5 Implantación  y consumo de oxígeno ovocitario 
 
A la hora de valorar la implantación de los embriones  procedentes de 
los ovocitos analizados para el consumo de oxígeno, como ya se comentó, se 
tuvo en cuenta los embriones cuya implantación era conocida (100% ó 0% 
implantación). De los  279 embriones transferidos se analizaron un total de 54 
(n=12 con 100% implantación y n=42 con 0% implantación). La media 
resultante de consumo de oxígeno ovocitario fue significativamente mayor 
(p<0.030) para aquellos ovocitos que desarrollaron embriones  que 
implantaron, comparados con la media de ovocitos que dieron lugar a 
embriones que no implantaron (figura 21).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21.Valores de consumo de oxígeno ovocitario en función de la implantación 
de los embriones generados a partir de estos ovocitos. Aquellos ovocitos que dieron 
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lugar a embriones que implantaban tenían mayor consumo que aquellos que 
daban lugar a embriones que no implantaron. (Tejera A et al. FertilSteril 201196 618-23) 
 
 
5.2 Embriones: 
En la segunda fase del estudio, la media de edad de la población de 
donantes de ovocitos fue de 25.8 ± 2.9 años, con una media  de dosis de 
gonadotrofinas administrada de 2,640 ± 302 IU por ciclo. La media de días de 
estimulación fue de 10.5 ± 1.1 días, y la media del estradiol en el día de la hCG 
fue de  2,750 ± 880 IU/ml. La media del número de ovocitos obtenidos por 
donante fue de 15.2 ± 7.0. Tras el ICSI, de los 575 ovocitos microinyectados 
414 (72%) fecundaron correctamente (95% CI 68–80.0%). De los 84 embriones 
transferidos 23 de ellos (27,3%) implantaron (95% CI 20.1– 37.5%), resultando 
en una tasa de gestación clínica del 49.1% (n=28; 95% CI 36.1% 62.1%), y una 
tasa de aborto del  7.0% (n=4; 95% CI 0–13.6%). 
Como ya se anotó anteriormente, los valores de consumo de oxígeno 
embrionario fueron tomados desde el momento de la inseminación (ICSI) hasta 
el momento de la transferencia embrionaria (entre 68–72 horas después del 
ICSI), generándose un total de  47.741 mediciones. De los 575 ovocitos 
microinyectados, 161 fecundaron o bien de forma incorrecta (zigotos 
aneuploides) o bien no fecundaron (NF), de los 414 fecundados correctamente 
(2CP 2 pronúcleos),  213 fueron embriones bloqueados, de mala calidad o 
degenerados, considerados no viables, y 201 embriones evolutivos que, o bien, 
fueron congelados, (n=117), o bien fueron transferidos (n=84). 
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5.2.1 Consumo de oxígeno y estadio embrionario 
 
El primer paso en el análisis, consistió en observar posibles diferencias 
en el consumo de oxígeno en función del estadío del embrión, para ello se llevó 
a cabo el análisis en diferentes periodos de tiempo (el tiempo de estudio se 
dividió en cuartiles), de esta forma, la media obtenida para cada cuartil 
reflejaba el consumo en diferentes momentos evolutivos del embrión, y por 
tanto, correspondía con diferentes fases del desarrollo embrionario. Los valores 
obtenidos para cada cuartil de forma consecutiva fueron: 5.34 fmol/s (CI 95% 
5.31–5.36) para el estadío de zigoto, 5.17 fmol/s (CI 95% 5.15–5.20) para el 
segundo periodo (correspondiendo con embriones de  2 células), 4.81 fmol/s 
(CI 95% 4.78– 4.84) para el tercer periodo , correspondiendo con embriones de 
entre 3-5 células, y 4.59 fmol/s (CI 95% 4.56–4.62) para el último periodo, 
siendo embriones de entre 6-8 células; P<.0001), con una correlación linear 
negativa significativamente entre el desarrollo embrionario y el consumo de 
oxígeno( índice de correlación de Pearson=- 0.188), tal y como muestra la 
figura 22:  
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Figura 22.Consumo de oxígeno embrionario tiempo-dependientes, con las medias 
para cada uno de los 4 periodos de tiempo analizados. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 
849-57) 
 
5.2.2 Consumo de oxígeno  y calidad embrionaria 
 
Otro dato interesante que quisimos analizar mediante los intervalos o 
rangos de tiempo (cuartiles) fue el análisis del consumo de oxígeno en función 
del destino final del embrión, es decir, de forma indirecta este análisis nos 
mostraba si la respiración embrionaria dependía de la calidad embrionaria. Los 
resultados mostraron un consumo de oxígeno muy parecido durante las 
primeras horas de desarrollo (estadíos más tempranos) para las 3 categorías 
(T, C y NV), pero a medida que fueron evolucionando los embriones( a partir de 
las 52.1 horas post-ICSI), se observaron diferencias en el consumo de oxígeno 
de manera significativa entre los embriones de mejor calidad ( 4.96 fmol/s para 
los transferidos T y 4.94 fmol/s para los  congelados C) y los de peor ( 4.57 
mol/s para los no viables NV), tal y como muestra la figura 23. 
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Figura 23. Consumo de oxígeno embrionario tiempo-dependiente. Medias del 
consumo en cada uno de los 4 periodos de tiempo dependiendo de la viabilidad 
embrionaria, con significancia (*) (p<0.001)  en el último periodo de tiempo  entre 
los embriones de buena calidad (congelados/transferidos) y los de mala calidad (no 
viables). (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 849-57) 
 
5.2.3 Consumo de oxígeno y evolución embrionaria 
 
De forma general, respecto a la tasa media, valores mínimos y máximos 
de consumo de oxígeno en función de la evolución de los embriones 
resultantes, encontramos diferencias significativas para las 4 categorías 
establecidas previamente (NF, NV, C, y T), tal y como muestra la tabla I. 
 
 
Tabla I.Valores del consumo de oxígeno (mínimo, medio y máximo) para las 4 
categorías establecidas tras ser inseminados los ovocitos (con 161 anormalmente 
fecundados (aneuploides) o no fecundados (NF), 213 fecundados correctamente 
originando embriones no viables (NV), 201 fecundados correctamente dando lugar 
a 117 embriones congelados (C) y 84 embriones transferidos (T). (Tejera A et al. 
FertilSteril 2012 98 849-57) 
 
5.2.4 Consumo de oxígeno y citocinesis 
 
Otro análisis llevado a cabo fue el consumo de oxígeno en 2 momentos 
del desarrollo embrionario que consideramos clave; en el momento justo de la 
Parámetro NF 
(n=161)
NV
(n=213)
C
(n=117)
T
(n=84)
Media
Desviación
estándar
Media
Desviación
estándar
Media
Desviación 
estándar
Media
Desviación
estándar
p-
valor
[fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec]
Media 3.62 2.31 5.03 0.77 5.21 0.81 5.32 1.02 0.004
Mínimo 2.59 2.21 3.51 1.57 4.02 1.41 4.08 1.66 >0.001
Máximo 5.20 3.14 6.80 1.93 6.63 1.39 6.79 1.50 >0.001
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división embrionaria (citocinesis), que denominamos periodo activo, y una vez 
producida la división embrionaria (interfase), o periodo inactivo. Esto fue 
estudiado inicialmente en todos los embriones, luego se comparó el consumo 
entre los embriones transferidos y los descartados (no viables), y finalmente, de 
aquellos embriones transferidos en los que hubo implantación y los que no. 
Para un total de 3815 mediciones obtenidas durante la citocinesis y 2204 
mediciones tras la división, los resultados obtenidos mostraron un mayor nivel 
de consumo de oxígeno justo cuando se producía la división embrionaria: 5.14 
fmol/s (CI 95% 4.72-4.76) durante la fase activa, mientras que durante la 
interfase el valor disminuía de forma significativa a 4.74 fmol/s (CI 95% 4.72-
4.76), como se observa en la figura 24. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Medias del consumo de oxígeno embrionario justo antes de la primera 
división embrionaria (fase activa), y posteriormente una vez producida la división, 
en la fase interfase o inactiva, para todos los embriones. Obsérvese el pico formado 
como resultado del incremento en la demanda de oxígeno en el momento de la 
citocinesis. 
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Cuando analizamos el consumo de oxígeno antes y después de la 
citocinesis en aquellos embriones transferidos (de buena calidad), y lo 
comparamos con aquellos embriones no viables (de mala calidad), observamos 
un mayor consumo de oxígeno en ambas fases en los embriones de mejor 
calidad; 5.43 fmol/s en la fase activa (CI 95% 5.33-5.52) y 5.25 fmol/s (CI 95% 
5.23-5.28) en la interfase para los embriones óptimos, y 5.28 fmol/s (CI 95% 
5.21-5.35) y 5.09 fmol/s (CI 95% 5.01-5.05) respectivamente, para los 
subóptimos, encontrando diferencias significativas (p<0.001) (figura 25) 
 
Figura 25. Medias del consumo de oxígeno embrionario justo antes de la primera 
división embrionaria (fase activa), y posteriormente una vez producida la división 
(fase interfase o inactiva), comparando los valores entre los embriones transferidos 
(de buena calidad) y los embriones no desarrollados o no viables (de mala calidad). 
Obsérvese que en ambos casos existen picos de consumo de oxígeno, aunque en el 
caso de los embriones no viables (franja roja) los valores son siempre inferiores a 
los valores de los embriones de buena calidad (franja azul). 
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Si nos fijamos solo en la implantación de los embriones transferidos se 
repite el mismo patrón pero además con mayores diferencias en el consumo de 
oxígeno entre las fases activas e inactivas de cada tipo de embrión, además 
aquellos embriones implantados presentan un mayor consumo de oxígeno en 
ambas fases comparado con los no implantados: 6.71 (CI 95% 5.85-7.58) 
fmol/s durante el periodo de división y 5.79 (CI 95%5.66-5.91) durante la fase 
inactiva, para los implantados, y  5.28 (CI 95% 5.15-5.41) fmol/s y  5.21 (CI 
95% 5.06-5.36) respectivamente, para los embriones no implantados (Figura 
26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Medias del consumo de oxígeno embrionario justo antes de la primera 
división embrionaria (fase activa), y posteriormente una vez producida la división, 
en la fase interfase o inactiva, para aquellos embriones implantados y para los no 
implantados. Obsérvese la diferencia de picos de consumo de oxígeno entre los 
embriones implantados (franja roja) y los que no logran implantar (franja azul), 
con prácticamente ausencia de pico para estos últimos. 
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5.2.5 Consumo de oxígeno y rangos óptimos de división 
 
En esta parte final del estudio quisimos profundizar más acerca del 
consumo de oxígeno en función del momento exacto cuando se producían las 
divisiones embrionarias, comprobando las tasas de respiración en función de 
los rangos óptimos de división asociados a una mayor  implantación 
(denominados parámetros morfocinéticos embrionarios), descritos en  el 
artículo publicado por nuestro grupo en el 2011anteriormente (134). Los rangos 
óptimos de tiempo relacionados con una mayor  implantación venían definidos 
como t2 o momento en el cual el embrión tiene 2 células, con un rango óptimo 
de división de 24.6-28.2 horas post-ICSI; t3 o momento cuando el embrión 
tiene 3 células, con un rango óptimo de división de 35.6-40.6 horas post-ICSI y  
t5 o momento cuando el embrión tiene 5 células, con un rango óptimo de 
división de 49.5-56.7 horas post-ICSI. Según los resultados pudimos 
comprobar que los embriones que realizaban las divisiones cumpliendo los 
rangos óptimos de división para t2 y t5, tenían un mayor consumo de oxígeno 
que aquellos embriones que realizaban estas divisiones fuera de los rangos, de 
manera significativa para ambas variables estudiadas (p<0.01), como se puede 
apreciar en las figuras 27 y 28. 
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Figura 27. Medias del consumo de oxígeno embrionario según realizan los 
embriones  la división a 2 células (t2) en los distintos periodos de tiempo, con 
mayores consumos de oxígeno conforme alcanzan las 2 células más rápido y dentro 
de los rangos óptimos de división descritos (24.6-28.2).(ESHRE 2013 London). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Medias del consumo de oxígeno embrionario según realizan los 
embriones  la división a 5 células (t5) en los distintos periodos de tiempo, con 
mayores consumos de oxígeno conforme alcanzan las 5 células más rápido y dentro 
de los rangos óptimos de división descritos (49.5-56.7) (ESHRE 2013 London). 
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5.2.6 Consumo de oxígeno embrionario y velocidad de división 
 
También quisimos comprobar la relación existente entre las tasas de 
consumo de oxígeno embrionaria y los parámetros morfocinéticos 
embrionarios, es decir, el consumo de oxígeno en función de la velocidad de 
división de los embriones. Tal y como refleja la tabla II, de las 47740 
mediciones obtenidas, encontramos una correlación lineal inversa entre los 
niveles de las tasas de consumo de oxígeno y los parámetros morfocinéticos 
embrionarios, de modo que, cuanto mayor es el consumo de oxígeno, menor 
es el tiempo requerido para alcanzar las distintas divisiones embrionarias, es 
decir, los embriones que van más lentos y que no se dividen dentro del rango 
óptimo, tienen una tasa de consumo menor comparado con aquellos embriones 
que tienen una mayor velocidad de división y si que cumplen los rangos 
óptimos de división. 
 
 
 
Tabla II: Relación lineal inversa existente entre las tasas de consumo de oxígeno y 
los parámetros morfocinéticosembrionarios. tPNA= tiempo de la aparición 
pronuclear; tPND= tiempo de la desaparición pronuclear. 
 
 
 
Correlación de Pearson
Tasas
tPNA tPND t2 t3 t4 t5 t6
Tasas de Respiración 1 -0.123 -0.101 -0.118 -0.038 -0.060 -0.166 -0.171
Sig(bilateral) 0.000 0.000 0.000 0.023 0.000 0.000 0.000
Población 47740 9481 1840 7427 3498 4606 3219 1590
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5.2.7 Consumo de oxígeno embrionario, tasas de embarazo e 
implantación 
 
Cuando analizamos de forma global los consumos de oxígeno en los 84 
embriones transferidos en función de la tasa de embarazo, encontramos un 
mayor consumo en aquellos embriones que generaron embarazo, comparado 
con los que no, tal y como muestra la tabla (tabla III): 
 
 
Tabla III.Valores de consumo de oxígeno para los embriones transferidos, con 
valores medios, máximos y mínimos en los embriones que dieron lugar a gestación 
y en los que no. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 849-57) 
 
El mismo patrón fue observado para la implantación, con mayores 
consumos de oxígeno en aquellos embriones que implantaron, mientras que 
aquellos que no lograron implantar presentaban valores inferiores de media 
(tabla IV). De los 84 embriones transferidos en 48 casos no se produjo 
implantación (0%), en 27 casos se produjo implantación al 50%, y en 9 casos la 
implantación fue del 100%, realizándose el análisis en los casos con 
implantación segura (0% ó 100%). 
Parámetro No embarazo 
(n=36) 
Embarazo 
(n=48) 
Media 
Desviación 
estándar 
Media 
Desviación 
estándar p - valor 
[ fmol/se] [fmol/sec] [ fmol/se] [fmol/sec] 
Media 5.11 0.61 5.54 1.27 0.049 
Mínimo 3.94 1.34 4.21 1.94 0.481 
Máximo 6.51 1.14 7.08 1.76 0.084 
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Tabla IV.Valores de consumo de oxígeno para 57 de los 84 embriones transferidos, 
con valores medios, máximos y mínimos en los embriones que implantaron y en los 
que no. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 849-57) 
 
 
Usando la media de consumo de oxígeno embrionario para la 
determinación de la tasa de implantación, la media del área bajo la curva (AUC)  
fue de 0.692 (95% CI 0.556–0.808),  con un valor de punto de corte de >5.89 
fmol/s (sensibilidad del  55.6%, especificidad del 87.5%).  
 
5.2.8 Consumo de oxígeno en cuartiles, tasas de gestación e 
implantación 
 
También nos pareció interesante analizar el consumo de oxígeno en 
diferentes periodos de tiempo (cuartiles), observando si existían variaciones en 
el consumo de oxígeno para los diferentes estadíos embrionarios, según si los 
embriones implantaron, y por tanto, dieron lugar a embarazo o no. 
Los valores del consumo de oxígeno para los distintos estadíos 
embrionarios fueron siempre superiores para aquellas pacientes que dieron 
Parámetros Embriones no implantados 
(n=48) 
Embriones implantados 
(n=9) 
Media Desviación estándar Media Desviación estándar p - valor 
[fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] 
Media 5.17  0.63 6.96 1.93 >0.001 
Mínimo 4.11 0.96 4.67 1.33 0.393 
Máximo 6.58 1.83 8.14 1.17 0.014 
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lugar a embarazo y en aquellos embriones implantados, con diferencias 
significativas para ambos casos (p<0.05), observándose mayores diferencias 
en el consumo a partir del último cuartil (> 52 horas post-ICSI), tal y como 
muestran las figuras 29 y 30: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Consumo de oxígeno embrionario tiempo-dependientes para aquellos 
embriones transferidos. Medias en cada uno de los 4 periodos de tiempo analizados 
para los embriones que dieron lugar a embarazo y los que no, con significancia (*) 
(p<0.001) en los 4 rangos de tiempo. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 849-57) 
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Figura 30. Consumo de oxígeno embrionario tiempo-dependiente. Medias  del 
consumo para los embriones transferidos en cada uno de los 4 periodos de tiempo 
dependiendo de la implantación, con significancia (*) (p<0.001) en los 4 rangos de 
tiempo entre los embriones implantados y los que no. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 
849-57)
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6. DISCUSIÓN 
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Ovocitos 
Numerosos trabajos proponen la actividad metabólica como un nuevo 
parámetro a tener en cuenta para la selección de embriones (58, 60, 103, 110). 
En la literatura encontramos también artículos que demuestran que el consumo 
de oxígeno es el mejor indicador de la actividad metabólica. Aunque existe un 
trabajo publicado que se realizó en embriones humanos donde se comparó el 
consumo de oxígeno entre embriones congelados y frescos (89), ninguno de 
ellos ha sido realizado en embriones que finalmente fueron transferidos, siendo 
éste el primer trabajo en ovocitos y embriones humanos de uso clínico en 
tratamientos de reproducción asistida. Por tanto, en cuanto a los resultados 
generales de los experimentos, podemos comentar: 
 
Protocolos de estimulación ovárica y consumo de oxígeno 
ovocitario 
 
Según el protocolo de estimulación usado hemos observado un 
consumo de oxígeno ovocitario distinto, pudiendo afirmar que, los distintos 
protocolos de  estimulación ovárica tienen un efecto en las tasas de consumo 
de oxígeno. El protocolo de estimulación ovárica más adecuado para la 
inducción de la maduración folicular en los ciclos de fecundación in vitro (IVF) 
no está del todo claro, existiendo cierta controversia en la literatura acerca del 
más efectivo (47, 48). Numerosos trabajos han demostrado que la respuesta 
folicular en estimulaciones de pacientes que recibieron HP-hMG era diferente 
de aquellas pacientes que recibieron rFSH (49), y en este trabajo se ha 
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evidenciado que la tasa de consumo de oxígeno está afectada por los 
protocolos de estimulación, siendo el ciclo con estimulación a base de rFSH el 
que daba lugar a ovocitos con mayor consumo de oxígeno. Esto, a su vez ha 
dado lugar a embriones con mayores probabilidades de implantación, por lo 
que el uso de este tipo de gonadotrofinas podría tenerse en cuenta. 
Respecto a los niveles de estradiol y la dosis de gonadotrofina 
administrada, existen artículos previos donde se evidencia que estimulaciones 
con altos niveles de estradiol afectan a la calidad embrionaria, y por tanto, al 
resultado final del ciclo, con tasas de embarazo inferiores (135-139). Incluso se 
ha publicado trabajos donde se evidencia una mayor tasa de alteraciones 
cromosómicas de los ovocitos en estimulaciones con mayores niveles de 
estradiol y de gonadotrofinas, comparado con aquellas estimulaciones más 
suaves(140)(130). Un trabajo reciente correlaciona niveles de estradiol y dosis 
de gonadotrofinas, con cinética del desarrollo embrionario(141), demostrando 
que por encima de determinadas dosis de gonadotrofinas y de ciertos niveles 
de estradiol, los embriones no logran cumplir algunos de los rangos 
morfocinéticos óptimos de implantación descritos anteriormente (134). 
Ya existen otros trabajos previos publicados (83),  donde se usa el 
mismo tipo de técnica para medir el consumo de oxígeno, obteniéndose 
resultados que evidencian un consumo de oxígeno menor en ovocitos de 
pacientes con mayor edad y niveles altos de FSH basal, 2 factores claramente 
relacionados con la respuesta a la estimulación de las gonadrofinas. Nosotros 
hemos corroborado los datos publicados por este grupo, de forma más directa 
y en ovocitos de uso clínico, ya que en este artículo publicado anteriormente no 
se compara las tasas de consumo de oxígeno y el resultado final del ciclo, 
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puesto que los ovocitos obtenidos no eran viables, y por tanto, no se 
transfirieron embriones a partir de estos ovocitos analizados. 
También el grupo de Magnuson y cols trabajó en este campo, midiendo 
el consumo de oxígeno mediante otra técnica llamada micro-
espectrofotometría. Los valores de consumo de oxígeno obtenidos fueron de 
0.532 ± 0.079 medidos en nl/h, lo cual es equivalente con los valores obtenidos 
por nuestro grupo de  6.6 ± 1.0 en fmol/s. El problema de éste trabajo es que 
este grupo tuvo inconvenientes técnicos, como la exposición a una alta 
intensidad de luz (435 nm), tensión de oxígeno cercana al 0, y que los ovocitos 
fueron analizados en capilares de vidrio con oxihemoglobina. Como 
consecuencia ninguno de los embriones resultantes fueron transferidos (72). 
 
Morfología ovocitaria y consumo de oxígeno 
 
La morfología ovocitaria es bastante subjetiva de valorar, y lo  demuestra 
el hecho de la gran controversia que encontramos en la literatura, donde 
existen muchos artículos que argumentan que los dimorfismos o alteraciones 
ovocitarios afectan claramente al desarrollo embrionario (97, 142) (95), 
mientras que existen otros publicados que no encuentran una calidad 
embrionaria comprometida procedente de ovocitos con numerosas alteraciones 
morfológicas (93, 143). Hasta ahora tampoco se había estudiado si puede 
variar el consumo de oxígeno ovocitario en función de la morfología de éste, y 
por tanto, verse afectado el consecuente desarrollo embrionario. En este 
trabajo se ha demostrado que el consumo de oxígeno no se ve afectado por los 
diferentes dimorfismos ovocitarios, ya que  ovocitos con alteraciones 
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importantes como el área granulosa central (tipo clúster) o con cuerpos 
refringentes, no presentaban un consumo diferente comparado con aquellos 
ovocitos considerados morfológicamente normales. Por tanto, a partir de este 
estudio, podemos concluir  que no existe un consumo de oxígeno ovocitario 
morfodependiente, con valores muy parecidos y sin diferencias significativas 
entre ovocitos normales y otros con alteraciones importantes.  
 
Fecundación y consumo de oxígeno ovocitario 
 
Respecto a la correlación entre la fecundación y el consumo de oxígeno, 
hemos observado que existe un mayor consumo en los ovocitos que dan lugar 
a zigotos correctamente fecundados comparado con aquellos que no culminan 
la segunda meiosis, y por tanto, no logran fecundar. Teniendo en cuenta que 
las muestras seminales de este estudio eran muestras de sémenes con buenos 
valores de recuento, morfología y motilidad, debemos pensar, que la causa de 
la no culminación de la segunda meiosis, es debido a una causa ovocitaria, y 
probablemente, a una carga mitocondrial defectuosa (104), ya que una de las 
organelas más abundantes en el citoplasma ovocitario es la mitocondria. Por 
tanto, de forma indirecta hablar de una alteración en la fecundación es hablar 
de una menor carga mitocondrial, ya que la mitocondria interviene de forma 
directa en la maduración ovocitaria, fecundación y desarrollo embrionario, tal y 
como ha sido publicado (144). La distribución anormal de carga mitocondrial 
afecta a la correcta maduración ovocitaria, y por tanto a la embriogénesis, 
fundamentalmente debido a unos niveles deficitarios de ATP (145). Por todo 
esto, podemos afirmar que durante el proceso de la fecundación se requiere 
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una gran cantidad de energía (ATP), generado por la fosforilación oxidativa en 
la mitocondria. Cualquier alteración o pérdida de la actividad mitocondrial 
afectaría al correcto desarrollo embrionario, y en consecuencia, a las tasas de 
embarazo durante los tratamientos de fecundación in vitro (101). Así pues, el 
presente estudio muestra como el consumo de oxígeno está relacionado con la 
capacidad de fecundación, lo cual coincide con los datos publicados acerca de 
una mayor reserva de ATP en ovocitos maduros (65, 68, 146). Una menor 
producción de ATP correspondería con un menor consumo de oxígeno, dando 
lugar a una fecundación alterada, tal y como ha quedado demostrado. El grupo 
de Lopes y cols describió un mayor pico de consumo de oxígeno en el 
momento  de la fecundación (82). Cuando hemos analizado las tasas de 
consumo de oxígeno justo en el momento de la fecundación (estadío de 
zigoto), hemos observado un pico de mayor consumo de oxígeno en este 
momento, coincidiendo estos resultados con los hallados por el este grupo, 
pero en bovinos. La interpretación de estos resultados es la necesidad de un 
mayor aporte energético justo en el momento de la culminación de la segunda 
meiosis, datos que también coinciden con los trabajos de otros autores en 
invertebrados y ratones (66, 147) (148) (67) (65, 149). La explicación del 
aumento de la actividad mitocondrial estaría en la penetración espermática, 
provocando la estimulación mitocondrial, y el consecuente aumento de 
consumo de oxígeno. 
Teniendo en cuenta que el desarrollo embrionario está relacionado 
directamente con la salud del ovocito (150), tras estos hallazgos, deberíamos 
plantearnos si el consumo de oxígeno podría ser considerado como un nuevo 
marcador de calidad. 
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Embriones y consumo de oxígeno ovocitario 
 
A pesar de observar un ligero aumento del consumo de oxígeno en los 
ovocitos que dan lugar a embriones de mejor calidad, no encontramos 
diferencias significativas en el consumo de oxígeno de los ovocitos que dieron 
lugar a embriones de mejor o peor calidad, por lo que, una hipótesis respecto a 
estos resultados  podría ser que sea demasiado pronto para observar 
diferencias en el metabolismo debido a la no activación del genoma 
embrionario, puede que estas diferencias existan pero más adelante, una vez 
se ha producido esta activación( en torno al día 3 de evolución embrionario, 
cuando el embrión tiene entre 6-8 células). 
 
Implantación y consumo de oxígeno ovocitario 
 
En cuanto a la implantación de los embriones resultantes de los ovocitos 
analizados, hemos observado que los embriones que más implantan proceden 
de ovocitos con un mayor consumo de oxígeno (p<0.003), de modo, que se 
confirma lo expuesto en el apartado anterior, la calidad embrionaria viene 
determinada por la salud ovocitaria, y cualquier alteración en la madurez y/o 
calidad del ovocito se verá reflejado en el desarrollo del embrión. Como ya se 
ha comentado anteriormente, las mitocondrias son las principales fuentes 
energéticas a través de la formación de ATP, y sabiendo que el desarrollo 
embrionario precisa de una gran cantidad de aporte de energía, la carga  
mitocondrial ovocitaria tiene una influencia directa y fuerte en el potencial de 
desarrollo del ovocito, y, por tanto, del embrión. Teniendo en cuenta que 
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actualmente no existe un método del todo efectivo y predictivo de selección 
ovocitaria basado en la morfología, este método podría servir para seleccionar 
ovocitos antes de la fecundación, sobre todo, en países con restricciones de 
legislación en reproducción asistida, donde solo unos pocos ovocitos pueden 
ser inseminados. 
 
Embriones 
Al igual que en el apartado anterior los valores de consumo de oxígeno 
también pueden ser relacionados con los niveles de carga y actividad  
mitocondrial en el embrión (66), con el mismo tipo de repercusión en la 
viabilidad y desarrollo  embrionario, así como en la tasa de gestación, cuando 
se ve alterada su funcionalidad (151)(67, 86) (68). Diferentes estudios en 
animales han mostrado distintos niveles de consumo de oxígeno entre los 
embriones más evolucionados (blastocistos), y los más tempranos (152-155). 
También se ha publicado en animales mamíferos no humanos que existe una 
correlación entre el número de células del embrión y el consumo de oxígeno, 
es decir, dentro de los estadíos más iniciales, también existe un consumo de 
oxígeno que varía en función del estadío embrionario. Sin embargo, hasta la 
fecha, la posibilidad de que también en humanos exista un diferente consumo 
de oxígeno en los primeros estadíos embrionarios no estaba demostrada ni del 
todo clara. 
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Consumo de oxígeno y estadío embrionario. 
 
El análisis realizado se llevó a cabo en diferentes periodos de tiempo 
(cuartiles), obteniendo valores de diferentes momentos evolutivos, y por tanto, 
en diferentes fases del desarrollo del embrión. El análisis obtenido muestra 
diferentes valores según el estadío embrionario, con una disminución 
progresiva a medida que se va desarrollando el embrión. Si tenemos en cuenta 
la “quiet embryo hipothesis”, de Leese et al, es lógico pensar en un menor 
consumo de oxígeno a medida que el embrión se desarrolla, ya que además de 
formar parte de un proceso de adaptación a las condiciones in vitro del 
laboratorio, según esta hipótesis, el embrión debe minimizar el consumo de 
oxígeno desde el estadío de zigoto hasta el de mórula para regular y limitar la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), así evitaremos el daño 
que producirían estas células a nivel celular y molecular durante esta etapa tan 
susceptible (107). 
Estos resultados muestran, por un lado, que existe un consumo de 
oxígeno tiempo dependiente, de modo, que según en la fase en que se 
encuentre el embrión, tiene un consumo diferente, y por otro lado, que existe 
una disminución del consumo de oxígeno a medida que el embrión se va 
desarrollando, hasta día 3 de evolución (66 horas post inyección). En la 
literatura encontramos artículos donde se demuestra que existen 2 picos de 
mayor consumo de oxígeno, uno acentuado en el momento de la fecundación, 
y otro, menos acentuado, en la primera división embrionaria (82), y por otro 
lado, existen también antecedentes de un mayor consumo de oxígeno en 
estadío de blastocisto comparado con los estadíos embrionarios iniciales (152-
Discusión 
______________________________________________________________________ 
 108 
155), debido a una alta demanda energética para llevar a cabo la blastulación o 
formación del blastocele (103). Pero en cualquier caso, hasta ahora no se 
había analizado el consumo de oxígeno embrionario humano durante los 
primeros estadíos de desarrollo, y tampoco se había comparado este consumo 
de oxígeno entre las diferentes fases celulares (zigoto y embriones con 
diferente número de células), por lo que estos datos aportan nueva información 
en este campo del metabolismo embrionario. 
Podemos afirmar que según el estadío embrionario existe un consumo 
de oxígeno diferente, que va disminuyendo a medida que va desarrollándose el 
embrión. 
 
Consumo de oxígeno y calidad embrionaria 
 
Cuando hemos analizado el consumo embrionario en función de la 
calidad del embrión, hemos observado que aquellos embriones con buena 
calidad  presentan una media de consumo superior comparado con aquellos 
embriones de peor calidad. En este caso lo hemos hecho en cuartiles (4 fases), 
y hemos establecido 3 categorías: los embriones no viables (NV), los 
embriones transferidos (T), y los embriones congelados (C).El consumo de 
oxígeno para las 3 categorías es muy similar durante los primeros estadíos 
(fases), pero, a medida que se va desarrollando el embrión, existen mayores 
diferencias en los consumos de oxígeno entre los embriones de mayor calidad 
(T ó C) y los de peor (NV), alcanzando diferencias a nivel significativo en la 
última fase (> 52.1 h post-ICSI). Estos datos refuerzan la hipótesis anterior,  
donde la variabilidad existente en la  cohorte embrionaria de la misma paciente, 
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podría explicarse por defectos mitocondriales en el ovocito que afectan a la 
calidad de algunos embriones, y por tanto, viéndose afectado también su 
consumo de oxígeno. Esto explicaría el porqué dentro de una misma paciente 
podemos tener una cohorte embrionaria tan heterogénea, con embriones de 
muy buena calidad, y otros de muy baja calidad. Algunos trabajos han aportado 
también diferencias en el consumo de oxígeno en embriones de distinta 
evolución, aunque eran análisis realizados en embriones mucho más 
evolucionados (blastocistos), y estos análisis se realizaron fuera del incubador, 
con el consiguiente estrés celular embrionario, y por tanto, pudiéndose verse 
afectado su consumo(89). Todos estos datos confirman lo anteriormente 
expuesto, pudiendo considerar el consumo de oxígeno como una nueva 
herramienta de selección embrionaria, en concreto, esta selección debería 
hacerse teniendo en cuenta las mediciones del consumo de oxígeno cercanas 
al momento de la transferencia embrionaria(a partir de las 52.1 horas post-icsi), 
que es cuando mayores diferencias hemos observado, probablemente debido a 
la activación del genoma embrionario, marcando la capacidad de desarrollo del 
embrión, y por tanto,  la capacidad de implantación. 
 
Consumo de oxígeno y evolución embrionaria. 
 
Cuando hemos analizado de forma global el consumo según la evolución  
categorizando los ovocitos inseminados en ovocitos no fecundados (NF), 
ovocitos fecundados correctamente pero que dan lugar a embriones no viables 
(NV), ovocitos correctamente fecundados que dan lugar a embriones viables 
transferidos (T), y ovocitos fecundados correctamente que dan lugar a 
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embriones viables que se congelan (C), analizando los valores de consumo de 
oxígeno mínimos, media, y máximos para las 4 categorías, hemos observado 
un mayor consumo de oxígeno para los embriones con mejor evolución, es 
decir, para aquellos embriones viables que se transfieren o congelan ( de mejor 
calidad), comparado con los que no fecundan, o con los que fecundaron pero 
tuvieron una peor evoluciónembrionaria. Es lógico que, en los casos en los que 
no hubo fecundación, obtengamos valores inferiores, ya que no se culmina la 
segunda meiosis, y por tanto, no necesitamos un aporte extra energético, 
mientras que en los casos de  fecundación dando lugar a embriones de calidad 
subóptima, probablemente estos embriones proceden de ovocitos que 
presentan deficiencias mitocondriales, reflejándose posteriormente en una mala 
calidad embrionaria asociado con un menor consumo de oxígeno. Estos datos 
confirman lo averiguado en el  apartado anterior, donde se establece una 
relación directa entre calidad embrionaria y consumo de oxígeno. 
En la literatura encontramos un trabajo donde también se evidencia un 
menor consumo de oxígeno embrionario en embriones de peor calidad, pero en 
este caso los embriones comparados eran blastocistos (105). Por tanto, 
podemos pensar que lo mismo que ocurre en este tipo de embriones 
evolucionados, también es válido para embriones en d3 de evolución, ya que 
embriones de mala calidad en d3 darán lugar bien a menor porcentaje de 
blastocistos o bien blastocistos de mala calidad (156). 
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Consumo de oxígeno embrionario y citocinesis 
 
Cuando se ha analizado el consumo de oxígeno justo antes de la 
citocinesis (fase activa), y justo después de la 1ª división (fase interfase 
inactiva) para todos los embriones, sólo para los embriones transferidos, y 
analizando de los embriones transferidos, los que implantan y los que no, 
hemos observado en los 3 casos un mayor consumo de oxígeno (pico) justo en 
el momento en que se produce la 1ª división embrionaria. 
En cuanto a los resultados obtenidos para todos los embriones las 
diferencias existentes en el consumo de oxígeno entre la fase activa y la 
inactiva, mostraron diferencias significativas, con un consumo incrementado 
justo en el momento de la división embrionaria. 
Lo mismo ocurre cuando analizamos el consumo de oxígeno antes y 
después de la citocinesis en aquellos embriones transferidos (mejor calidad), y 
lo comparamos con aquellos embriones descartados o no viables (de peor 
calidad), observando diferencias significativas al comparar el consumo de 
oxígeno entre estos 2 tipos de embriones, antes y después de la primera 
división. Si nos fijamos solo en la implantación de los embriones transferidos se 
repite el mismo patrón pero además con mayores diferencias en el consumo de 
oxígeno entre las fases activas e inactivas de cada tipo de embrión. 
De estos resultados anteriores podemos confirmar la existencia de un 
pico de consumo de oxígeno justo en el momento de la primera división 
embrionaria, datos anteriormente confirmados por otros autores. En realidad el 
grupo de Lopes y cols describió 2 picos de consumo de oxígeno (uno mayor en 
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el momento de la fecundación, y otro más pequeño, justo en el momento de la 
primera división).Ya hemos explicado anteriormente el por qué de la existencia 
de este primer pico. 
Respecto a la primera división, también este grupo  ha publicado datos 
(96) acerca de un pequeño pico de consumo de oxígeno (incremento de entre 
3–10%) justo en el momento de la división divisióncelular, y con una duración 
de aproximadamente 2 horas, aunque sin analizar la implantación resultante. 
En nuestro caso nosotros  analizamos el consumo de oxígeno antes y 
después de la primera división, observamos las mediciones en los diferentes 
cuartiles (fases) y comparamos el valor del primer cuartil (momento en el cual 
no se había producido la primera división), con el valor del tercer cuartil (ya se 
había producido), obteniendo una diferencia del 10% en el consumo de 
oxígeno entre estos cuartiles (5.34 fmol/s para el primero y 4.81 fmol/s para el 
segundo). 
Los datos obtenidos por nuestro grupo coinciden con los datos 
encontrados por estos grupos anteriormente citados, y la causa de este 
incremento justo en el momento de la división celular  se debe a la alta 
demanda energética necesaria justo en el momento del inicio del ciclo celular. 
Al igual que en el momento de la fecundación este incremento de actividad 
metabólica viene ocasionado por el incremento en la actividad mitocondrial. 
Como consecuencia la existencia de  un mayor pico de consumo de oxígeno en 
la primera división marcará la evolución embrionaria, favoreciendo la 
implantación de los embriones. 
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Consumo de oxígeno embrionario y rangos óptimos de división 
 
Respecto al consumo de oxígeno dependiendo del momento en el que 
los embriones realizaban las divisiones, muestran como aquellos embriones 
que alcanzan el t2 (división a 2 células) y el t5 (división a 5 células) dentro de 
los rangos óptimos de implantación, tenían un mayor consumo de oxígeno que 
aquellos embriones que realizaban las divisiones fuera de estos rangos 
óptimos de división con mayor implantación. Cuando se ha comparado la 
media de consumo embrionario durante los 3 días de desarrollo embrionario 
(66 horas post-ICSI), entre los embriones que cumplían estos rangos óptimos 
de división, y los embriones que alcanzaban el t5 y t2 fuera de los rangos, se 
ha observado mayores medias de consumo embrionario con diferencias 
significativas a favor de los embriones dentro de los rangos. A la vista de los 
resultados podríamos decir que la mayor parte de embriones que no cumplen 
los rangos óptimos de división, es porque se dividen de forma más tardía ( van 
más lentos), por lo tanto podemos concluir que aquellos embriones con un 
mayor consumo de oxígeno son aquellos embriones que tienen un desarrollo 
más rápido, y por tanto están dentro de estos rangos óptimos de división, o 
dicho de otra manera, que aquellos embriones que tienen menor consumo de 
oxígeno son aquellos que tienen un desarrollo más lento, y por tanto alcanzan 
las divisiones a 2 ó 5 células de forma más tardía. Por otro lado, Magnusson y 
cols sugirieron que aquellos embriones con un mayor consumo de oxígeno 
conseguían desarrollarse hasta el estadío de blastocisto más rápidamente que 
aquellos que tenían un menor consumo de oxígeno (72). Teniendo en cuenta 
que el estadío de blastocisto es justo el estadío previo a la implantación 
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embrionaria, y que los embriones que realizan la división a 2 y 5 células dentro 
de los rangos tiene más posibilidades de implantar (134), la interpretación a 
partir de estos resultados podría ser que, los embriones que cumplan los 
rangos óptimos de división tienen mayor consumo de oxígeno, ya que este tipo 
de embriones tiene más posibilidades de desarrollarse a blastocisto, y por 
tanto, de implantar. 
Hasta ahora se había publicado datos acerca de la implantación 
embrionaria condicionada por el momento cuando se producían ciertas 
divisiones embrionarias (134), y por  otro lado también se ha publicado 
artículos donde el consumo de oxígeno es mayor en embriones de mejor 
calidad, y se incrementa con la blastulación del embrión (estadíos embrionarios 
avanzados) (79, 80). También se ha publicado que  este consumo varía 
dependiendo de la evolución del embrión, con valores mayores conforme va 
evolucionando el embrión correctamente justo hasta estadíos previos a la 
implantación (89). Pero hasta la fecha no se había estudiado ambas 
combinaciones, el consumo de oxígeno observando a su vez las divisiones del 
embrión, siendo estos últimos datos muy útiles por la posibilidad de usar ambas 
combinaciones para la mejora en la selección embrionaria. 
 
Consumo de oxigeno embrionario y velocidad de división 
 
Respecto al consumo de oxígeno según la velocidad de división, hemos 
encontrado un menor consumo de oxígeno en embriones más lentos, y por 
tanto, fuera de los rangos óptimos de división, confirmando la teoría planteada 
en apartados anteriores, donde embriones con un mayor consumo de oxígeno 
Discusión 
______________________________________________________________________ 
 115 
tienen una mayor velocidad de división (dentro de los rangos), y por tanto, 
tienen más posibilidades de implantar. Como hemos comentado en el apartado 
anterior, estos resultados también coinciden con los resultados encontrados por 
el grupo de Magnuson et al (72), quienes observaron mayores consumos en los 
embriones que se desarrollaban más rápidamente y llegaban hasta blastocisto. 
Datos más recientes confirman la teoría de que embriones que están fuera de 
los rangos óptimos de división, y por tanto, tardan más tiempo en alcanzar los 
parámetros morfocinéticos descritos en el artículo del grupo de Meseguer 
(134), alcanzan en menor porcentaje el estadío de blastocisto (157)(158). El 
hecho de que los embriones más lentos se desarrollen en menor porcentaje 
hasta el estadío de blastocisto, y por otro lado, si los embriones que consumen 
más oxígeno alcanzan más rápidamente el estadío de blastocisto, de alguna 
manera, estos datos nos están diciendo que embriones  que van más lentos 
consumen menos oxígeno, tienen menos opciones de desarrollarse y por tanto 
de implantar. 
 
Consumo de oxígeno embrionario y tasas de embarazo e 
implantación. 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran como el consumo de 
oxígeno está relacionado con el desarrollo del embrión, lo cual tiene un efecto 
directo en la implantación embrionaria y en el resultado final de embarazo de la 
paciente. En el apartado anterior, se demostró que las tasas de consumo de 
oxígeno eran mayores en los ovocitos que daban lugar a embriones que 
implantaban, comparadas con aquellos ovocitos que daban lugar a embriones 
que no implantaban. Cuando hemos analizado el consumo de oxígeno 
Discusión 
______________________________________________________________________ 
 116 
embrionario, también hemos observado un mayor consumo de oxígeno en 
embriones que dan lugar a embarazo y que implantan más. Otros grupos de 
trabajo han encontrado datos que difieren de los nuestros (105)(80), 
encontrando rangos  de consumo de oxígeno intermedios donde se conseguían 
los mayores porcentajes de gestación (0.78-1.10 nl/h), pero la n estudiada era 
muy pequeña, y además los datos analizados  eran en bovinos. Por tanto, 
podemos concluir, a partir de los resultados obtenidos, que el consumo de 
oxígeno embrionario varía en función de la implantación, siendo mayor en los 
embriones que  dan lugar a embarazo y por tanto, que implantan, comparado 
con los que no. 
 
Consumo de oxígeno en cuartiles, tasas de gestación e 
implantación. 
 
Tal y como se ha demostrado anteriormente, los consumos de oxígeno 
varían según el estadío del embrión. Cuando hemos analizado estos consumos 
en las 4 fases distintas viendo la implantación y la gestación, hemos observado 
que el consumo de oxígeno es superior durante todas las fases embrionarias 
para aquellos embriones que logran implantar, y por tanto, dan lugar a 
gestación. Además a partir de la última fase o cuartil (>52 horas post ICSI), es 
decir, en estadíos embrionarios más evolucionados (embriones con 6-8 
células), las diferencias en el consumo de oxígeno entre embriones que 
generan embarazo e implantan, y los que no, son mayores. Si el consumo de 
oxígeno observado durante todo el desarrollo embrionario es mayor para 
aquellos embriones que implantan y dan lugar a embarazo, incrementándose 
las diferencias sobre todo en la última fase (cuando los embriones tienen un 
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mayor número de células), podríamos considerar estos datos como un nuevo 
posible factor de selección embrionaria basado en este incremento. Además 
recientes estudios relacionados con el time-lapse (134, 150) muestran que 
eventos, como el momento en que se produce la división a 5 células es un 
factor e indicador muy importante a tener en cuenta para la implantación 
embrionaria, por tanto, parece que la posible distinción entre embriones con 
posibilidad de implantar o no, podría ser mejorada mediante eventos de división 
celular que ocurren de forma más tardía detectada  a través de time-lapse( en 5 
células), o bien, mediante el análisis del consumo de oxígeno justo antes de 
realizar la transferencia embrionaria en día 3 de evolución( en torno a las 6 
células) . 
 
En líneas generales, este estudio ha mostrado como la medición del 
consumo de oxígeno de los ovocitos es un método seguro, rápido y simple, no 
viéndose afectado el subsecuente desarrollo embrionario.  
Los resultados de este estudio también sugieren que la medición del 
consumo de oxígeno mediante microsensores sería útil para la cuantificación 
de la calidad embrionaria, y por tanto, podría ser usado como nuevo método de 
selección embrionaria basado en el consumo de oxígeno durante los 3 
primeros días de desarrollo embrionario. 
Los resultados encontrados muestran que el consumo de oxígeno podría 
ser usado como un nuevo parámetro o herramienta para la identificación de 
embriones con mayor potencial de desarrollo y de implantación, debiendo 
realizar el análisis del consumo justo inmediatamente antes de la transferencia 
embrionaria(a partir de las 52.2 horas post-ICSI).De esta manera podríamos 
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mejorar la selección embrionaria, aunque siempre en combinación con la 
evaluación morfológica convencional. 
En resumen, este trabajo demuestra que las tasas de consumo de 
oxígeno analizadas durante los 3 primeros días de desarrollo se correlacionan 
de forma positiva con calidad e implantación embrionaria.   
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7. CONCLUSIONES 
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1) Las estimulaciones ováricas mediante gonadotrofinas del tipo FSHr da 
lugar a la obtención de ovocitos con un mayor consumo de oxígeno, comparadas 
con aquellas a base de hMG o combinaciones de ambas (hMG + FSH). 
Asimismo, altas dosis de estradiol y de gonadotrofinas en el momento de 
la administración de la hCG (para desencadenar la ovulación), dan lugar a 
ovocitos con un menor consumo de oxígeno. 
 
2) Los diferentes dimorfismos ovocitarios no afectan al consumo de 
oxígeno ovocitario, encontrando niveles similares según la morfología observada. 
Sin embargo hemos observado un mayor consumo de oxígeno en aquellos 
ovocitos que fecundan correctamente, así como en aquellos ovocitos que dan 
lugar a embriones que implantan. 
 
3) De forma generalizada se concluye que: 
a) Existe un mayor consumo de oxígeno en embriones que presentan una 
mejor evolución o desarrollo, comparado con aquellos que no evolucionan 
favorablemente. 
b) Existe un mayor consumo de oxígeno en embriones que dan lugar a 
embarazo, y por tanto, que implantan. 
 4) De forma más específica se concluye que: 
a) Hemos observado diferencias en el consumo de oxígeno según el 
estadío del embrión, por tanto, podemos hablar de la existencia de un consumo 
de oxígeno tiempo-dependiente, con una tendencia a la disminución de éste 
conforme se va desarrollando el embrión. 
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b) Las mayores diferencias observadas en el consumo de oxígeno  entre 
aquellos embriones de mejor calidad, y por tanto, más posibilidad de implantar  y 
los de peor, y por tanto, con menor opción de desarrollo y de implantar, las 
observamos en estadíos evolutivos embrionarios a partir de 5 células de 
desarrollo o a partir de 52.2 horas post ICSI. 
c) Respecto a la citocinesis, hemos observado un mayor consumo de 
oxígeno durante la primera división embrionaria (fase activa), disminuyendo el 
consumo en el periodo de interfase (fase inactiva). 
Este mayor consumo de oxígeno en la citocinesis se magnifica cuando los 
embriones implantan, de modo que, para aquellos embriones implantados se 
observa un pico de consumo de oxígeno en el momento de la división, 
prácticamente inexistente en cambio para aquellos embriones que no implantan. 
 d) Cuando nos fijamos en los rangos óptimos de división con mayor 
implantación, hemos observado un mayor consumo de oxígeno en aquellos 
embriones que realizan las divisiones dentro de los rangos, mientras que aquellos 
que se dividen más lentamente, no cumpliendo los rangos, presentan un menor 
consumo de oxígeno. 
 e) También hemos observado un mayor consumo de oxígeno cuanto 
mayor es el ritmo de división celular, mientras que aquellos de ritmo más lento 
cursan con un menor consumo. 
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